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RESUMO

Leite e derivados contém uma elevada quantidade de proteinas, servindo como fonte de peptideos
bioativos que podem influenciar de forma benéfica a satde do consumidor apds serem liberados
através de processos fermentativo e/ou enzimatico. O objetivo deste trabalho foi analisar peptideos
obtidos do leite de jumenta (Equus asinus) pasteurizado e fermentado por Lactobacillus rhamnosus
utilizando espectrometria de massas e avaliacdo in vitro de seu potencial bioativo como acéo
antimicrobiana, antioxidante, anti-hipertensivo e citotoxicidade. O leite obtido de jumenta foi
pasteurizado e fermentado por Lactobacillus rhamnosus, resultando no leite pasteurizado e o leite
fermentado. Apds a fermentagdo, os extratos foram centrifugados e o sobrenadante submetido ao
processo de digestdo in vitro resultando em leite pasteurizado digerido e leite fermentado digerido.
Essas amostras foram respectivamente submetidas a ultrafiltracdo utilizando fracdes menores de 3
kDa. A analise de LC-MS/MS dos peptideos foi realizada utilizando um cromatégrafo liquido de ultra
eficiéncia acoplado a um espectrébmetro de massas Quadrupolo-ToF. A atividade antimicrobiana foi
realizada pelo método CIM (concentragdo inibitéria minima) frente as cepas patogénicas Gram
positivas e negativas; atividade antioxidante foi realizada por ABTS e DPPH; a atividade anti-
hipertensiva foi mensurada através da inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), e a
citotoxicidade utilizando as linhagens celulares J774.A1 (macrofagos), MDA-MB-231 (adenocarcinoma
humano da glandula mamaria) e S-180 (linhagem heterogénea de células de tumor de camundongos
de origem mesodérmica). O perfil quimico das amostras leite pasteurizado e leite pasteurizado digerido
apresenta semelhanca com o perfil quimico das amostras do leite fermentado e leite fermentado
digerido, de acordo com a andlise dos cromatogramas dos ions pico base obtidos tanto no modo
positivo quanto negativo, permitiu identificar os dez principais peptideos nas amostras apés digestéo in
vitro. Os resultados da atividade antimicrobiana do leite pasteurizado e leite fermentado apresentaram
inibicdo contra todas as cepas patogénicas, e no leite pasteurizado digerido ocorreu apenas a inibi¢cdo
das cepas Gram-positivas, e o leite fermentado digerido a inibicdo foi dependente da concentragao
padronizada para Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. A a¢éo antioxidante por ABTS dos
extratos peptidicos apresentaram melhor atividade apés digestdo, leite pasteurizado digerido com
1348,39 e o leite fermentado digerido 1373,77 mM de Trolox/100 mL, j& para o ensaio por DPPH
apresentou melhor inibicdo com leite fermentado digerido 75,86 mM de Trolox/100 mL. Nos ensaios da
atividade anti-hipertensiva, os melhores resultados foram com leite pasteurizado digerido ICso 10,81 +
1,4 mg/mL, que elevou a inibicdo da ECA ao diminuir sua concentracdo peptidica, e com leite
fermentado ICsp 8,23 £ 1,23 mg/mL. Os peptideos presentes na amostra do leite pasteurizado em todas
as concentragdes usadas e todas as células de macréfagos (J774.A1) foram indcuos, com viabilidade
celular maior que 80%. Em relacdo a amostra do leite pasteurizado digerido, a partir de 100 pg/mL foi
téxica para a linhagem celular MDA-MB-231, e a partir de 200 pg/mL apresentou toxicidade para células
tumorais (S-180). Para o ensaio de citotoxicidade, o leite fermentado e o leite fermentado digerido
usados foram inécuos em todas as concentracdes utilizadas para linhagem celular J774.A1. Frente as
células MDA-MB-231 e S180, os compostos peptidicos ndo apresentaram relevancia significativa frente
as células MDA-MB-231 e S-180. Esses resultados indicam que o leite de jumenta pasteurizado e
fermentado antes e apds o processo digestivo in vitro, podem ser fonte de peptideos bioativos com
propriedades antimicrobiana, antioxidante, anti-hipertensivo, inécuos e com prospectiva atividade frente
a células tumorais, agregando valor ao produto, por ser um alimento que pode atuar como promotor da
boa saude podendo ser utilizado para indUstria alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: Alimento funcional, atividade biologica, citotoxicidade, digestdo in vitro, fermentacéo,
leite.



ABSTRACT

Milk and its derivatives contain a high amount of proteins, serving as a source of bioactive peptides that
can influence in a beneficial way the health of the consumer after being released through fermentation
and/or enzymatic processes. The objective of this work was to analyze peptides obtained from donkey
milk (Equus asinus) pasteurized and fermented Lactobacillus rhamnosus using mass spectrometry and
in vitro evaluation of its bioactive potential as antimicrobial, antioxidant, antihypertensive, and cytotoxic
action. The milk obtained from donkey was pasteurized and fermented by Lactobacillus rhamnosus,
resulting in pasteurized milk and fermented milk. After fermentation, the extracts were centrifuged and
the supernatant submitted to the in vitro digestion process resulting in pasteurized milk digested and
fermented milk digested. These samples were ultrafiltrated using fractions smaller than 3 kDa. The LC-
MS/MS analysis of peptides was performed using an ultra efficient liquid chromatograph coupled to a
Quadrupolo-ToF mass spectrometer. The antimicrobial activity was performed by the MIC method
(minimum inhibitory concentration) against the Gram positive and negative pathogenic strains;
antioxidant activity was performed by ABTS and DPPH; the antihypertensive activity was measured
through the inhibition of the angiotensin-converting enzyme (ACE), and the cytotoxicity using the J774
cell lines. A1 (macrophages), MDA-MB-231 (human adenocarcinoma of the mammary gland) and S-
180 (heterogeneous lineage of tumor) cells of mice of mesodermic origin. The chemical profile of the
samples pasteurized milk and digested pasteurized milk is similar to the chemical profile of the samples
of fermented milk and digested fermented milk, according to the analysis of the chromatograms of the
base peak ions obtained both in positive and negative mode, allowed to identify the ten main peptides
in the samples after in vitro digestion. The results of the antimicrobial activity of pasteurized milk and
fermented milk showed inhibition against all the pathogenic strains, and in the digested pasteurized milk
only the inhibition of Gram-positive strains occurred, and the fermented milk digested to the inhibition
was dependent on the standardized concentration for Staphylococcus aureus and Listeria
monocytogenes. The antioxidant action by ABTS of peptidic extracts showed better activity after
digestion, pasteurized milk digested with 1348.39 and the fermented milk digested 1373.77 mM of
Trolox/100 mL, already for the test by DPPH showed better inhibition with fermented milk digested 75.86
mM of Trolox/100 mL. In the antihypertensive activity assays, the best results were with digested
pasteurized milk IC50 10.81 + 1.4 mg/mL, which increased ACE inhibition by decreasing its peptide
concentration, and with fermented milk IC50 8.23 + 1.23 mg/mL. The peptides present in the
pasteurized milk sample in all concentrations used and all macrophages cells (J774.A1) were harmless,
with cell viability higher than 80%. Regarding the sample of pasteurized milk digested, from 100 pg/mL
it was toxic to the cell line MDA-MB-231, and from 200 pg/mL it showed toxicity to tumor cells (S-180).
For the cytotoxicity test, fermented milk and digested fermented milk were harmless in all concentrations
used for cell line J774.Al. In contrast to MDA-MB-231 and S180 cells, peptidic compounds were of no
significant relevance. These results indicate that the milk of pasteurized and fermented donkey before
and after the digestive process in vitro can be a source of bioactive peptides with antimicrobial
properties, antioxidant, antihypertensive, harmless, and with prospective activity in front of tumor cells,
adding value to the product, for being a food that can act as a promoter of good health and can be used
for food and pharmaceutical industry.

Keywords: Functional food, biological activity, cytotoxicity, in vitro digestion, fermentation, milk.
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1. INTRODUCAO

O leite caracteriza-se como um alimento completo devido a sua riqueza
nutricional, dentre os diferentes tipos de fontes lacteas, o leite de jumenta,
representa uma das opcoes para a fabricacdo de derivados lacteos funcionais
(YANGILAR, 2013). Este leite possui propriedades nutricionais e terapéuticas
que auxiliam no tratamento de doencas gastrointestinais e infecciosas, além de
apresentar caracteristicas semelhantes ao leite humano (ASPRI, ECONOMOU
E PAPADEMAS, 2017). Sobre o leite de jumenta também foi relatada atividades
antimicrobiana, antioxidante, antiviral, anti-inflamatoria e imunomodulatorias,
sendo estas, atribuidas a sua composicado proteica (BRUMINI et al., 2016;
TIDONA, et al., 2011).

As proteinas lacteas apresentam numero crescente de compostos que
podem apresentar propriedades biofuncionais atribuidas principalmente aos
peptideos bioativos (EL-SALAM e EL-SHIBINY, 2013). Os peptideos bioativos
sdo compostos criptografados nas sequencias primarias de proteinas na forma
inativa que podem vir a exercer sua atividade no organismo quando liberados
(NONGONIERMA e FITZGERALD, 2015), a liberacdo pode ocorrer por
diferentes abordagens, incluindo: fermentacao microbiana através de bactérias
acido laticas (BAL), hidrélise enzimatica e/ou digestdo gastrointestinal in vitro,
processos fisico ou quimicos (centrifugacao, ultrafiltracdo e tratamentos &cido
e/ou alcalinos) (NONGONIERMA, et al., 2016).

O alimento deixou ser apenas uma fonte nutricional e passou a ter funcao
especifica, assim a procura por alimentos funcionais que contenham em sua
composicdo potenciais promotores a saude estad em ascensdo (CAMPBELL et
al., 2017). Sendo assim, esse trabalho buscou aliar a biotecnologia a uma
demanda crescente do consumidor em busca do equilibrio entre a prevencao de
doencas e a promocao a saude e bem-estar através de habitos alimenticios mais

saudaveis.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Jumentos na América do Sul e no Brasil

Os jumentos (Fig. 1) sdo animais que foram domesticados na regiao
nordeste da Africa por volta de 7.000 anos atras e exerceram um papel de suma
importdncia em auxilio a expansdo da populacdo humana, bem como nas
atividades comerciais (CAMILLO et al, 2018). Eles pertencem ao
Reino Animalia, Filo Chordata, Classe Mammalia, Ordem Perissodactyla,
Familia Equidae, Género Equus e Espécie Equus asinus (GRINDER et al., 2006;
ARANGUREN et al., 2002; DOMINGUES, 1968).

Os espanhdis introduziram a espécie, na metade do século XV, através
de suas principais rotas de exploragao territorial e comercial na américa do Sul,
ocorrendo a disseminacdo deles na Colémbia, Venezuela, Equador, Peru
(CARNEIRO et al., 2018), Nordeste e Sul do Brasil (PRIMO, 2004).

Figura 1. Jumento Nordestino (Equus asinus)

Fonte:https://diariodotocantins.com.br


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/animalia
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chordata
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mammalia
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/perissodactyla
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/equidae
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/equus
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Desde sua insercao, as tropas de jumentos no continente continuaram a
se disseminar, especialmente apds aplicacdo e adaptacdo ao trabalho em
regides de agricultura (CARNEIRO et al., 2018), condi¢cbes fortemente
relacionadas ao desenvolvimento social, cultural, e principalmente econémico,
contudo, apresentou grande declinio ao final do século XX, estendendo-se aos
altimos anos na América do Sul (FAO, 2019).

Mesmo mediante a desvalorizacdo no campo, baseado no contexto
histérico como trabalho, de forma atual a espécie é empregada em terapia/
animal de estimacdo (BURDEN e THIEMANN, 2015), e/ou producédo de
derivados lacteos.

De forma recente o interesse da comunidade cientifica envolvida pela
recuperacédo da biodiversidade aumentou, e vem contribuindo com o resgate de
algumas racas de jumentos que se tornaram quase extintas e na redescoberta
do leite destes animais (MARTINI et al., 2018).

Em particular, o leite de jumenta € um produto valioso, no entanto, pouco
explorado, que pode ser utilizado em mdltiplas aplicacdes, tal como na estética
em cosméticos e sabonetes, bem como para fabricacdo de derivados
alimenticios (PIOVESANA et al., 2015).

2.2 Leite de jumenta

O leite de jumenta recebe atencdo principalmente devido a sua
composicdo fisico-quimica e nutricional similar com o leite humano (Tab.
1) ALTOMONTE et al., 2019; ASPRI et al, 2016; FRATINI et al,
2016; MURGIA et al., 2016) e por esta razdo, em algumas situacdes, €
recomendado como um substituto valioso para nutricdo infantil (ASPRI,
ECONOMOU e PAPADEMAS, 2017; BIDASOLO et al., 2012; BERTINO et al.,
2010).

Em particular, o leite de jumenta também se caracteriza como melhor
candidato em substituicdo aos demais lacteos, mediante a tolerabilidade clinica,
palatabilidade, melhor digestibilidade (TIDONA et al.,, 2011), adequacéo
nutricional a alérgicos a proteinas lacteas bovina (MEDHAMMAR et al., 2012;
MONTI et al., 2007), fornecendo também funcdes fisiologicas adicionais, como

substancias antibacterianas e fungéo reguladora (SALIMEI e FANTUZ, 2012).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160517302465#bb0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160517302465#bb0085
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160517302465#bb0085
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/digestion
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016816051730137X#bb0170
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391915000457#bb0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391915000457#bb0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391915000457#bb0020
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391915000457#bb0020
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391915000457#bb0025
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Tabela 1. Valores dos parametros fisico-quimicos relatados na literatura para o leite de diferentes
espécies

Nao Ruminantes Ruminantes

g/L Humano Egua Jumenta Vaca Ovelha Cabra
Matéria seca 108-152 93-116 85-118 118-130 181-200 119-163
Proteinas 7-35 14-32 15-22 30-39 45-70 30-52
Caseina 2,4-4,2 9,4-13,6 6,4-10,3 24,6-28 41,8-46 23,3-46,3
Gordura 34-48 3-42 1-38 33-54 50-90 30-72
Lactose 67-78 56-72 61-73 44-56 41-59 32-50
Cinzas 1,7-2,1 3-5 3-4 7-8 8-10 7-9
Energia 2843 1936-2050 1607-1803 2709-2843  4038-4439 2802-2894

(kIN)

Fonte: Altomonte et al. (2019); Claeys et al. (2014).

Os componentes fisico-quimicos dos leites em geral (Tab. 1) sdo os
mesmos, entretanto existe uma variacdo em decorréncia de fatores genéticos,
fisiolodgicos, nutricionais e ambientais (CLAEYES et al., 2014). Além disso, pode
existir uma variacdo em termos de composicao de aminoacidos essenciais que
acontece ao longo da lactacéo, esse fato ndo é observado no leite de jumenta
(GUO et al., 2007). Essa estabilidade, em termos de aminoacidos, pode garantir
a producao de derivados lacteos fermentados mais homogéneos (ASPRI et al.,
2018).

2.3 Leite fermentado

A busca por produtos alimenticios com propriedades funcionais que
podem contribuir com a salde do consumidor tem aumentado, e com ela a
producdo de fermentados lacteos funcionais (SALMERON, THOMAS e
PANDIELLA, 2015; MOCANU et al., 2011; GABRIEL-DANUT et al., 2009).

A fermentacdo caracteriza-se como um dos métodos mais antigos de
conservacgao da vida Gtil dos alimentos, tornando-os mais praticos, além de poder
associar a melhoria da saude e bem-estar (CORBO et al., 2014; GRANATO et
al., 2010).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958694618302267#bib32
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16

Leite fermentado caracteriza-se por ser produto adicionado ou ndo de
outras substancias alimenticias, obtido por coagulacdo e diminuicdo do pH do
leite, ou leite reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos por
fermentacao latica mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos,
gue devem estar viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo
de validade (BRASIL, 2007).

O leite fermentado por bactérias &cido laticas é consumido em todo o
mundo, sendo 0s mais populares: iogurte, leite cultivado, coalhada, kefir dentre
outros, podendo exercer beneficios a saude, relacionados com a melhoria das
condicdes intestinais, incluindo doenca inflamatdria intestinal, prevencédo de
patégenos infecciosos e intolerancia a lactose (SANCHEZ et al., 2017; CEAPA
et al., 2013), ativacdo do sistema imunolégico, prevencédo do cancer, bem como
efeitos hipolipidémicos e hipotensores (CHANG et al., 2012; OOl e LIONG,
2010).

2.4 Bactérias acido laticas

As bactérias acido laticas (BAL) podem ser classificadas como
homofermentativas, que fermentam acucares para produzir principalmente acido
lactico em condi¢Bes anaerodbicas: Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Weissella e Tetragenococcus (DE
SOUZA OLIVEIRA et al., 2012b) e as heterofermentativas onde os aglcares sdo
fermentados para produzir prioritariamente etanol, CO2, € em menor propor¢ao
acido latico: Leuconcotoc Lactobacillus (DE SOUZA OLIVEIRA et al., 2012a).

O sistema enzimético das BAL, como por exemplo, dos lactobacilos é
essencial, pois, além de realizar a fermentacdo latica contribui de forma
significativa no desenvolvimento de sabor e textura (PEPE et al., 2013; TURBAY
et al., 2012; SAVIJOKI, INGMER e VARMANEN, 2006).

Durante a fermentacdo por BAL, sdo produzidos diferentes tipos e
concentracfes de acidos organicos, que contribuem para a avaliacdo sensorial
(HELLAND, WICKLUND e NARVHUS, 2004), entretanto, estes microrganismos
sdo exigentes e requerem varios tipos de nutrientes e condi¢des especificas
como controle de CO2/O2 e temperatura para o0 seu crescimento e multiplicacdo
(NAZARI, 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003996918303546#bib0195
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O leite por ser uma fonte rica em nutrientes, é frequentemente submetido
ao processo fermentativo para o desenvolvimento de BAL, que resulta em
diferentes derivados lacteos, incluindo queijos, iogurte, leite azedo
e leitelho (BOUTEILLE et al., 2013).

Portanto, o valor funcional do leite de jumenta pode ser ainda mais
explorado através da fermentacdo por microrganismos selecionados que
possuam propriedades especificas (ASPRI et al., 2018). Neste sentido, sédo
destacadas as BAL probidticas, que séo considerados microrganismos vivos que
podem fornecer efeitos benéficos a salde do hospedeiro quando administrados
em quantidades adequadas e consumidos regularmente (LEE et al., 2015;
REDDY, MIN e WEE, 2015; HILL et al., 2014).

Estudos realizados utilizaram estirpes probiéticas para fermentacdo do
leite de jumenta, como exemplo Lactobacillus rhamnosus AT 194 e CLT 2/2, e
Lactobacillus casei LC 88 (CHIAVARI et al., 2005), Lactobacillus delbruekii ssp.
bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei (PERNA et al, 2015), Lactobacillus plantarum e
Streptococcus thermophilus (TURCHI et al., 2017). Assim, a fermentagéo
lactea por BAL probidticas corresponde a um método econdmico, pratico e eficaz
para a producdo derivados que apresentam de peptideos com elevadas
caracteristicas funcionais (HAYES et al., 2007; FITZGERALD e MURRAY,
2006).

2.5 Peptideos Bioativos

Além do valor nutricional, muitas propriedades funcionais séo atribuidas
ao leite de jumenta,tais como acao antimicrobiana, anti-inflamatéria e
imunomodulador, bem como hipoalergenica (ASPRI et al., 2018). Essas
propriedades estdo relacionadas a presenca de constituintes do leite em altas
quantidades, como por exemplo imunoglobulinas, lisozima , lactoferrina , acidos
graxos, moderadas propor¢cbes de caseina e peptideos bioativos (PBA)
(BRUMINI et al., 2016; TIDONA et al., 2011).

No que diz respeito aos PBA (Fig. 2), estes sao definidos
como sequéncias entre 2 a 30 aminoacidos criptografados em determinadas

proteinas, que podem exercer propriedades fisiologicas potenciais ao
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organismo, além do valor nutricional basico (GIANFRANCESCHI et al., 2018;
GIACOMETTI E BURETIC-TOMLJANOQVIC, 2017; HAYES et al., 2007A).

Figura 2. Funcionalidade fisioldgica dos peptideos bioativos de derivados lacteos

’ Sistema Nervoso \ \ Corpo Humano \ \ Sistema Cardiovascular \
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Peptideos Imunomodulatérios
Peptideos Antimicrobianos
Peptideos Citomodulatério

Fonte: Giacometti e Buretic-Tomljanovic (2017) adaptado.

Os peptideos bioativos podem ser liberados no organismo durante o
processamento de alimentos, como a fermentacdo por diferentes BAL com
propriedades proteoliticas especificas e/ou por digestdo gastrointestinal pela
acao de enzimas nao especificas (pepsina , tripsina ou quimotripsina) (DALIRI,
LEE E OH, 2018) ou por microrganismos pertencentes a microbiota intestinal
(GIACOMETTI e BURETIC-TOMLJANOVIC, 2017; KORHONEN e PHILANTO,
2006). Outras formas de producéo de peptideos bioativos sdo por meio do uso
de temperatura elevada, condi¢cdes alcalinas ou acidas (DALIRI, OH e LEE,
2017).

Esses peptideos quando disponiveis no trato gastrointestinal podem ser
absorvidos através da membrana de borda em escova por transmissao fisica ou
através dos agentes transportadores especificos de proteinas (SAADI et al.,
2015), exibindo funcdes biologicas que afetam a ingestao de alimentos, fatores

de crescimento e reguladores fisioldgicos e imunoldgicos (KORHONEN, 2009).
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Aléem disso, a eficacia bioativa desses peptideos é dependente
da composicao e sequéncia de aminoacidos, podendo apresentar-se nas formas
de di-, tri-, tetra- ou polipeptideos, de acordo com o numero de ligacdes do
grupamento amina (CHAVES-LOPES et al., 2014; LOPEZ-EXPOSITO, AMIGO
E RECIO, 2012; KORHONEN, 2009).

O processo de liberacao, fermentacéo e/ou digestdo, podem constituir a
etapa final de hidrdlise na geracéo de PBA (PEPE et al., 2016 CAPRIOTTI et al.,
2015), que exercem uma gama de atividades bioldgicas (Tab. 2), como
propriedades opidides, antitrombdliticas, antimicrobianas, anti-hipertensivas,
antioxidantes, imunomodulatérias, dentre outras (SULTAN et al., 2018 NIELSEN
et al., 2017; PETRAT-MELIN et al., 2016; NONGONIERMA e FITZGERALD,
2015).

Tabela 2. Atividades biolégicas dos PBA obtidos a partir de leite fermentado e/ou digerido

Fonte proteica Método Atividade bioldgica Referéncia
Leite de Camela Fermentacéo Antimicrobiana Mubhialdin e Algboory
(L. plantarum) (2018)
Leite de Vaca Fermentacéo Antimicrobiana Aguilar-Toald et al.
(L. plantarum) (2017)
Leite de Vaca Fermentacéo Anti-hipertensivo Wu et al. (2019)
(L. delbrueckii)
Leite de Vaca Fermentacéo Antioxidante Abdel-Hamid et al.
(L. Casei) Anti-hipertensiva (2019)
Quelante de ferro
Anticancer
Leite de Jumenta Fermentacéo Antioxidante Aspri et al. (2018)
(E. faecium) Antimicrobiana
e digestéo Anti-hipertensiva
Leite de Cabra Digestao Antimicrobiano Esmaeilpour et al.
(2016)
Leite de Cabra Digestéo Antioxidante Espejo-carpio et al.
(2016)
Leite de Camela Digestao Anti-hipertensivo Tagliazucchi et al.
(2016)
Leite de Cabra Digestéo Anti-hipertensivo Tagliazucchi et al.
(2017)

Fonte: A autora
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2.6 Atividade biolégica dos peptideos

2.6.1 Peptideos antimicrobianos

O aumento de bactérias resistentes € um problema alarmante de saude
global, pois h&4 um numero crescente de agentes patogénicos que
desenvolveram resisténcia aos compostos antimicrobianos (OMS, 2019).

O rapido aumento de contaminacdo por bactérias resistentes a
antibioticos enfatiza a necessidade de buscar novas alternativas para contornar
a proliferacdo destas bactérias (LOPEZ-MEZA et al., 2015). Neste sentido, a
utilizacdo de fontes naturais de compostos antimicrobianos como 0s peptideos
bioativos proporciona grande potencial (LIU et al., 2016).

Os peptideos antimicrobianos contém sequéncias de aminoacidos
especificas, que apresentam atividade biolégica em defesa do organismo frente
a microrganismos patogénicos (CORREA et al., 2019). Podem ser obtidos por
diferentes fontes: plantas, fungos e bactérias, sendo classificados em diferentes
grupos de acordo com seu tamanho e composicao estrutural (REN et al., 2019;
MIKUT et al., 2016; BROGDEN et al., 2005).

As diferentes caracteristicas moleculares, incluindo composicdo de
aminoécidos, anfipaticidade, cargas elétricas e tamanho, devido a isso, facilitam
a rapida difusdo e secrecdo de peptideos fora das células, induzindo a sua
interacdo em bicamadas lipidicas e consequente promovem a resposta de
defesa imediata contra microrganismos patogénicos, neste caso, acarretando
extravasamento celular (CIUMAC et al., 2019).

Em geral as moléculas antimicrobianas acoplam-se a membrana e/ou
citoplasma dos microrganismos, e alteram suas fungdes, 0 que pode resultar na
morte celular ou a inativacdo metabdlica (NORDSTROM et al., 2018), que
culminard na inibicdo da biossintese da parede celular, acidos nucléicos,
proteinas e funcdes enziméticas (ZHOU et al., 2019; MALEKKHAIAT e
MALMSTEN, 2018).

No que diz respeito a compostos antimicrobianos em alimentos, alguns
peptideos, com a presenca da nisina (produzida por cepas de Lactococcus lactis)
€ amplamente utilizado como conservante de alimentos contra microrganismos

patogénicos e deteriorantes (KUMAR et al., 2016a). Ja foram relatados que leite
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e derivados sédo eficazes contra varias bactérias gram-positivas e gram-
negativas (MOHANTY et al., 2016), tais como Escherichia coli (MIAO et al.,
2016), Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (NAGHMOUCHI et al,
2007).

O leite caracteriza-se como meio para obtencdo de peptideos
antimicrobianos pois fornece fatores e compostos de defesa no sistema peréxido
lactoperoxidase (AL-BAARRI et al, 2012), como imunoglobulinas (MIN, HARRIS
e KROCHTA, 2005), e em particular, proteinas com acao antimicrobiana, como
lisozima e lactoferrina (ZHANG et al., 2008).

Além disso, muitos peptideos antimicrobianos podem ser produzidos
através da digestdo enzimética de alimentos, sendo chamados de "peptideos
cripticos”, pois sédo encontrados dentro de proteinas parentais maiores (PANE et
al., 2017; PELLEGRINI et al., 2003).

Compostos enziméticos e peptidicos no leite de jumenta possuem
caracteristicas Unicas, como por exemplo: propriedade bactericida atribuidas a
presenca da lisozima e lactoferrina, que o diferencia dos leites de outros
mamiferos (MALACARNE et al., 2002). O nivel de lactoferrina € duas vezes
maior que o do leite bovino (MALACARNE et al., 2002). Em particular, a
concentragdo de lisozima no leite de jumenta atinge o nivel de 4000 mg/L,
enguanto apenas tracos foram encontrados no leite bovino (GUO et al., 2007).

Esse fato reflete no potencial bioativo dos compostos presentes desses
alimentos, pois, além dos aspectos nutricionais, sua ingestdo pode trazer
diferentes beneficios, seja pela acdo antimicrobiana contra patégenos, seja por
outras atividades, como a antioxidante ja verificada (AMORIN et al., 2019;
MORTIMER et al., 2016).

2.6.2 Peptideos antioxidante

O processo oxidativo e derivado da superproducao
de espécies reativas ao oxigénio (EROx) no organismo, ocorre por reacdes
endogenas (ex: cadeia respiratéria) e/ou exogenas devido a exposicdo a
agentes fisicos e quimicos (ex: radiacado UV) que liberam moléculas de oxigénio,
o radical livre (Fig. 3) (LORENZO et al., 2018).
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As EROx, quando formadas, podem afetar a homeostase celular
causando instabilidade em componentes essenciais ao metabolismo, tais como:
lipidios, DNA e proteinas, associadas aos processos fisiologicos podendo induzir
o desenvolvimento de doencas como aterosclerose, hipertenséo e cancer. Para
manter o equilibrio, o radical “captura” elétrons de outras moléculas, neste
sentido, os compostos antioxidantes podem “doar” um elétron ao radical,

neutralizando sua acéo prejudicial (LOBO et al., 2010).

Figura 3. Captura de radical livre por molécula antioxidante
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Fonte: A autora!
Estabilizacdo de molécula oxidativa por transferéncia de elétrons para orbital externo adjacente

As células eucaridticas apresentam um sistema de prevencdo ao dano
oxidativo utilizando antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que promovem
o equilibrio, reduzindo a concentracdo e a acdo de EROx (LORENZO et al.,
2018). Entretanto, esse equilibrio pode ser desestabilizado pela constante
geracdo de EROX, sendo necesséria protecdo adicional para a manutencao do
equilibrio do estado oxidativo (BOUAYED e BOHN, 2010).

Quando had um desequilibrio do sistema antioxidante natural € necessaria
a utilizacdo de compostos antioxidantes sintéticos para retardar tal processo, no
entanto, esses produtos podem representar perigo a saude, como danos ao DNA
e toxicidade (CHI et al.,, 2015; WANG et al., 2014). Assim, a procura por
compostos antioxidantes de fontes naturais como proteinas e peptideos de
origem vegetal e animal sdo necessarias (ZHANG, LI e ZHOU, 2010; XUE et al.,
2009).

Peptideos bioativos podem exercer atividade antioxidante dependente

da sequéncias de aminoacidos, uma vez que proteinas precursoras
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intactas podem nao apresentar o mesmo efeito antioxidante (GALLEGO et al.,
2017; HOMAYOUNI- TABRIZI, ASOODEH e SOLTANI, 2017; RIZZELLO et al.,
2017; JEMIL et al., 2016).

O uso de microrganismos proteoliticos também corresponde a uma
estratégia para liberacdo de peptideos antioxidantes, por exemplo, durante o
processamento de derivados lacteos.

Farvin et al. (2010) encontraram peptideos antioxidantes da (B-caseina e
fragmentos peptidicos da porcdo n-terminal contendo asl (Alfa- S1-caseina),
as2 (Alfa- S2- caseina) e k-caseina (kappa caseina) de iogurte. Os peptideos
gerados pela caseina ovina hidrolisada por proteases microbianas derivadas de
Bacillus sp. P7 também demonstraram atividade antioxidante (CORREA et al.,
2011).

Estudos vém demonstrando elevada atividade antioxidante em lacteos e
derivados em diferentes espécies de mamiferos. Soleymanzadeh et al. (2019)
purificou e identificou a sequéncia peptidica (MVPYPQR) com
acao antioxidante derivado da B-caseina do leite de camela fermentado
por Leuconostoc lactis PTCC1899. Aguilar-Toalad et al. (2017) utilizando
peptideos < 3 kDa obtido do leite bovino fermentado por Lactobacillus plantarum
constataram melhor eliminag&o de radical com a menor fragéo peptidica.

Mohanty et al. (2016b) revisaram como a digestdo e a atividade
enzimatica afetaram a liberacdo de peptideos bioativos de diferentes
proteinas lacteas. Diversos estudos relatam que apds o processo digestivo a
acdo antioxidante é potencializada, mediante a clivagem das proteinas parentais
e uma maior liberacdo de peptideos. Hodgkinson et al. (2019) identificaram a
sequéncia de peptideos antioxidante (FALPQYLK / YQKFPQY) oriundos da as2
do leite bovino e caprino respectivamente apds condi¢des simuladas de digestédo
in vitro.

Aspri et al. (2018) analisaram leite de jumenta fermentado por
Enterococcus faecium DMS33, exibindo melhor atividade antioxidante apos o
processo digestivo. Belisicata et al. (2018) identificaram peptideos antioxidantes
originados da k-CN, as1-CN e B-CN do iogurte produzido com leite de bufala
apos digestao in vitro.

Neste sentido, Chakrabarti, Jahandideh e Wu (2014) afirmaram que 0s

peptideos antioxidantes podem fortalecer as defesas biolégicas contra doencas
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inflamatorias do estresse oxidativo. De forma semelhante, Cicero, Fogacci e
Colletti (2017) destacaram as bioatividades que os peptideos podem exercer,
particularmente para doencgas hipertensivas.

2.6.3 Peptideos anti-hipertensivo

A hipertenséo arterial (HA) € um dos principais fatores de risco para doencas
cardiovasculares, que induz a acidente vascular cerebral, doenca cardiaca coronaria,
aterosclerose e insuficiéncia cardiaca (DASKAYA-DIKMEN et al., 2017).

A HA é um parametro que apresenta regulacdo multifatorial, onde a enzima
conversora de angiotensina (ECA) corresponde a um dos principais reguladores do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (AMORIM et al., 2019b), conhecida
como uma enzima chave envolvida na regulacéo da presséo arterial, sendo a mais
extensivamente estudada (VASQUEZ- VILLANUEVA et al., 2018).

No SRAA, a ECA é uma enzima dipetidilcarboxipeptidase que auxilia na
regulacéo da pressao sanguinea, a ECA catalisa a hidrolise do decapeptideo inativo
(angiotensina ), por clivagem do seu peptideo C-terminal, no octapeptideo
ativo (angiotensina 1), um potente vasoconstritor endogeno (BHASKAR et al,,
2019), que também induz a liberacdo de aldosterona e, portanto, aumenta a

concentragdo plasmética de sddio e a presséao arterial (AMORIM et al., 2019a)(Fig. 4).

Figura 4. Acao fisiolégica do sistema renina angiotensina aldosterona
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Os inibidores sintéticos da ECA mais conhecidos sao Benazepril, Captopril,
Enalapril, Perindopril, Trandolapril, Quinapril (LEE E HUR et al., 2017), comumente
sao utilizados para o tratamento da hipertensao (IBRAHIM, AHMED e MIYATA,
2017), contudo, tais inibidores sintéticos apresentam efeitos colaterais, incluindo
elevacéo dos niveis de potassio, dores de cabeca, fadiga erupcdes cutaneas, tosse
seca e disturbios do paladar apos uso prolongado, insuficiéncia renal e edema
angioneurético (DASKAYA-DIKMEN et al., 2017; CHEN et al., 2013; LI et al., 2006;
COOPER et al., 2006).

Devido os efeitos colaterais de farmacos hipotensores, pesquisas tem se
voltado para a busca de novas fontes naturais contendo peptideos inibitorios da
ECA no SRAA (UDENIGWE E ALUKO, 2012; HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011).
Neste sentido PBA com propriedades anti-hipertensivas obtidos de compostos lacteos
por hidrolise enzimatica ou por meio da fermentacdo (AMORIN et al., 2019b;
MUDGIL et al., 2019) j& encontrados em coalhada, queijos, caseinas e hidrolisado
de soro de leite (RANI et al., 2017; MAMILLA e MISHRA, 2017; AMIGHI et al.,
2016).

A fermentacdo lactea, utilizando diferentes espécies de Lactobacillus, tais
como, L. acidophilus, L. casei, L. helveticus, L. lactis ou L. reuteri tem se apresentado
COmMO um processo importante na obtencao de peptideos bioativos com diferencas na
capacidade de inibicdo da ECA. Tendo em vista que cada microrganismo possuli
diferentes sistemas proteoliticos e assim, produzem moléculas com diferentes
atividades inibitorias da ECA (AHN et al., 2009).

Moreno-Montoro et al., (2017) obtiveram resultados frente a ECA
utilizando peptideos ultrafiltrados < 3 kDa obtidos do leite de cabra fermentado
por Lactobacillus plantarum C4. Wu et al. (2019) isolaram e identificaram o peptideo
LPYPY derivado da k-caseina com atividade hipotensiva a partir do leite bovino
fermentado obtido com Lactobacillus delbrueckii QS306.

Tagliazucchi et al. (2017) identificaram peptideos inibidores da ECA
originados da B-caseina, liberados apds a digestdo gastrointestinal in vitro do
leite de cabra desnatado. Jin et al. (2016), observaram melhor elevagao na
inibicdo frente a ECA ap0s o processo digestivo utilizando peptideos obtidos de
iogurte comercial produzido com leite bovino contendo Streptococcus

thermophilus e Lactobacilus bulgaricus.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Andlise de peptideos obtidos do leite de jumenta (Equus asinus)

pasteurizado e fermentado por Lactobacillus rhamnosus e avaliacdo in vitro de

seu potencial bioativo

3.2 Objetivos especificos

Produzir o leite fermentado através da liberacdo do acido lacteo utilizando
como matéria prima o leite de jumenta pasteurizado e Lactobacilus
rhamnosus;

Realizar o processo de digestao in vitro do leite de jumenta pasteurizado
e fermentado;

Extrair peptideos do leite de jumenta a partir de amostras adquiridas do
leite pasteurizado e fermentado, ambos antes e apds o processo de
digestéo in vitro;

Estudar o perfil dos peptideos obtidos através de cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplado a espectrometria de massa sequencial
quadrupolo tempo de voo (UPLC-DAD-qTOF) com ionizacdo por
eletrospray (ESI);

Determinar a massa molecular e o sequenciamento dos fragmentos dos
peptideos encontrados na andlise por espectrometria de massas;
Analisar a atividade antimicrobiana e antioxidante das fracées peptidicas;
Avaliar a capacidade inibitéria dos extratos peptidicos contra a Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA);

Investigar a capacidade de toxicidade dos peptideos frente a linhagens

celulares.
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RESUMO GRAFICO

w A

Metodode
Leite de jumenta digestéo in vitro
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1. Introducéo

Nas ultimas décadas, houve um grande interesse na redescoberta do leite de
jumenta, devido a sua composicao fisico-quimica similar com o leite humano, e
difere de forma consideravel das demais espécies leiteiras (Aspri, Economou e
Papademas, 2017). Associado a isso, apresentam propriedades terapéuticas
tais como as atividades antimicrobiana, antioxidante, antiviral, anti-inflamatoria e
imunomodulatérias, sendo estas, atribuidas a sua composicéo proteica do leite
in natura (Brumini et al., 2016; Tidona et al., 2011).

Devido as evidéncias, as investigacdes foram concentradas na bioatividade da
fracdo proteicas do leite e seu uso potencial em formulacfes de alimentos. Nesse
aspecto, destaca-se principalmente a B-lactalbumina, lisozima e lactoferrina e

fonte de peptideos bioativos (PBA) (Cunsolo et al., 2017).

Os PBA sdao inativos, e podem ser liberados da proteina precursora por
protedlise enzimatica e/ ou digestdo gastrointestinal (Korhonen, 2009), com
bioatividade dependente da composicdo e sequéncia de aminoacidos: eles
podem exercer atividades biologicas distintas, como acao antimicrobianas, anti-
hipertensivas, antioxidantes, antitrombaéticas, imunomodulatérias e opidides

(Nongonierma e FitzGerald, 2015).
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A bioatividade de peptideos criptografados nas proteinas do leite cru de jumenta
foi estudada apOs separacdo em acetona apresentando propriedade
antioxidante e anti-hipertensiva (Chiozzi, et al., 2016) e apo6s digestdo
enzimatica, com propriedades antimicrobianas in vitro (Piovesana et al., 2015;
Tidona et al., 2011).

De acordo com a literatura pouco se sabe sobre as possiveis bioatividades do
leite de jumenta apdés simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro,
principalmente quando se trata do leite de jumenta do Nordeste brasileiro e das
propriedades bioativas de seus extratos peptidicos. Sendo assim, o presente
estudo tem por objetivo avaliar a composicdo de peptideos oriundos do leite de
jumenta antes e apOls digestdo in vitro, para elucidar as propriedades
antimicrobianas, anti-hipertensivas, antioxidantes e citotoxidade a fim de

proporcionar beneficios a saude de seus consumidores.

2. Materiais e métodos
2.1 Leite de jumenta

O leite cru de jumentas foi cedido por um criador local localizado em Vitéria de
Santo Antao-PE/Brasil. O material foi coletado e transportado sob condicfes de
temperatura controlada para o Laboratério de Tecnologia de Bioativos —
LABTECBIO, localizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal—
DMFA-UFRPE/SEDE. Aliquotas do leite cru foram avaliadas quanto a
composicao quimica dos conteudos de (gordura, proteina total, caseina, lactose
e sélidos totais), realizado no Laboratério PROGENE- UFRPE.

2.2 Preparo das amostras

A pasteurizacao do leite de jumenta ocorreu sob agitacao lenta a 65°C durante
30 min, posteriormente foi submetido a centrifugacdo a 3500 xg por 20 min a
4°C, como descrito por Gallina et al. (2016), e filtracdo em papel Whatman no.

40. Os sobrenadantes das amostras foram armazenados a -20 °C.

2.2.1 Digestao in vitro

As amostras do leite pasteurizado (LP) foram submetidas a digestéo in vitro de
acordo Egge et al., (2016) com o modelo desenvolvido pela acdo COST FA1005
INFOGEST com modificagbes. De modo resumido, o protocolo é baseado no
uso de trés fluidos simuladores, saliva a pH 7 (SFS), fluido gastrico a pH 2 (SFG)
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e fluido intestinal (duodenal) a pH 8 (SFI). Apés a digestdo, as amostras do LP e
leite pasteurizado digerido (LPD) foram centrifugadas (1000 xg, 10 min a 4°C) e
ultrafiltradas em membranas cut off Amicon Ultra-15 com porosidade de 3kDa

(BEZERRA et al. 2013). As digestes foram realizadas em triplicatas.

2.2.2 Determinacdo do teor de proteinas

A concentracdo de proteina foi determinada em triplicata de acordo com Smith et
al. (1985) utilizando BCA Protein Assay Kit (Rockford, Il, EUA). As concentra¢cdes dos
peptideos usadas para andlises biologicas foram padronizadas em 25, 12,5, 6,25
e 3,125 mg de cada amostra liofilizada por mL de dgua destilada. As amostras
foram preparadas em agua destilada estéril, centrifugada a 8000 xg, 4°C por 10

min, e 0 sobrenadante utilizado em todos 0s ensaios em triplicata.

2.3 Anélise por UPLC-DAD-gTOF

Os experimentos analiticos de LC-MS/MS foram realizados utilizando-se um
cromatografo liquido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class (Waters
Corporation, Milford, MA, EUA), acoplado a um espectrometro de massas
sequencial Quadrupolo-ToF (Xevo G2-XS QTof, Waters, EUA) com ionizagéo
por eletrospray (ESI). As separagdes cromatograficas foram realizadas
utilizando-se uma coluna ACQUITY UPLC™ BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7um,
Waters, EUA) a 40°C. A fase movel binaria consistiu de uma solucao aquosa de
acido férmico (fase mével A) e acetonitrila com 0,1% de acido férmico (fase
moével B). O gradiente de eluigdo utilizado foi: 0.0-8.0 min, 10-50 % de B; 8,0-9,0
mim, 50%-95% de B, com o fluxo de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 5,0 pL.
O monitoramento das analises foi realizado nos comprimentos de 290 e 320 nm
(UPLC-DAD). O espectrometro de massas foi operado em modo negativo e
positivo de ionizacdo (ESI"- e ESI*) no modo sensibilidade, sendo a deteccao
realizada no método centréide MSE em faixa de variacdo 50-1200 Da. A voltagem
do capilar foi ajustada em 3,0 kV para ESI, gas de dessolvatacéo (N2) 800 L.h
e 600 °C, taxa do fluxo de gas do cone 100 L/h, temperatura da fonte 120 °C,
energia de colisdo em rampa de 25-50 V. Todas as analises foram realizadas
utilizando o lockspray para garantir a preciséo e reprodutibilidade dos valores de
massas. Leucina-encefalina (200,0 pg/mL) foi utilizado como padrao/referéncia

para calibracéo. A aquisicao e analise dos dados foram realizadas utilizando-se


http://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/Amicon-Ultra-15-Centrifugal-Filter-Unit,MM_NF-UFC900308
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o software Waters MassLynx. O software ProteoWizard foi utilizado na analise

MS/MS para tentativa de identificacdo dos peptideos.

2.4 Determinacgéo da atividade antimicrobiana

As atividades antimicrobianas dos extratos peptidicos foram estimadas pelo
método de acordo com o Comité Nacional de PadrBes Laboratoriais Clinicos
(NCCLS, 2012). As bactérias utilizadas foram: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Listeria monocytogenes ATCC 19117. Os
resultados das atividades antimicrobianas foram confirmados apds seu
crescimento em cada pogco com caldo BHI (Brain Heart Infusion) (Himedia®,
Mumbai, india). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de Microplaca
(BioteK EIx808) 600 nm.

2.5 Determinacdo da atividade antioxidante usando o método ABTS e o
metodo DPPH

O método antioxidante usando o radical acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico foi determinado pelo ensaio de descoloracdo, como descrito por Re
et al. (1999) com algumas modifica¢des. O cation do radical 2,2"-Azino-bis (acido
3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS*) foi produzido misturando a solucéo
mae ABTS 7 mM com persulfato de potassio 140 mM e mantendo a mistura no
escuro por 12-16 h antes do uso. A solucéo foi entdo diluida em tampé&o fosfato
salina pH 7.5 para atingir um valor de absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm,
determinada por espectrofotémetro (VWR® - UV-1600PC).

O método antioxidante usando solugdo radicalar 1,1-difenil-2-picril-hidrazil foi
estimado seguindo os métodos de Zubia et al. (2009), com modificacdes. Foi
utilizado 30 pl do extrato peptidico em 970 pl da solugao radicalar. A absorbancia
de cada amostra a 517 nm determinada por espectrofotometro (VWR® - UV-
1600PC).

O trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametricroman-2-carboxilico (Sigma-Aldrich
Chemie, Brasil) foi utilizado como padrdao de referéncia em ambos os
experimentos. Uma curva de calibracéo foi plotada (reducdo de absorbéancia /
concentracdo da solucdo padrao Trolox). A capacidade de eliminacdo ABTS e
DPPH das amostras de teste foi expressa em milimol de capacidade antioxidante
equivalente (TEAC) Trolox por 100 mL de amostra (mmol TEAC /100 mL).
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2.6 Determinacgéo da atividade anti-hipertensiva

A atividade inibidora da enzima de conversdo da angiotensina dos extratos
peptidicos foi avaliada in vitro pelo método de Cushman e Cheung (1971), com
algumas modificacdes recomendadas por Meira et al. (2012). Este método utiliza
a enzima conversora de angiotensina (ECA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA) e o substrato Hippuryl-Histidyl-Leucine (HHL) (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, EUA). A absorbancia foi detectada a 215 nm (VWR® - UV-1600PC), e
resultados de inibicdo expressa em ICso. O captopril foi utilizado como referéncia

na determinagéo da inibigcdo da ECA.

2.7 Determinacéo da atividade citotoxica

As linhagens celulares J774.A1 (macréfagos), MDA-MB-231 (adenocarcinoma
humano da glandula mamaria) e S-180 (uma linhagem heterogénea de células
de tumor de camundongos de origem mesodérmica) foram utilizadas para
avaliacdo da viabilidade celular (DEBNATH et al., 2017). As células J774.Al e
S-180 foram cultivadas em meio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com soro fetal bovino (10%) e penicilina-estreptomicina (1%) a 37
°C e 5% de COg; e a cultura MDA-MB-231 foi mantida em meio de cultura L-15
de Leibovitz e F-12 (proporcdo de 50% de cada meio) com L- glutamina 2 mM,
sem bicarbonato de sédio e soro bovino fetal a uma concentracéo final de 10%
com auséncia de COz. As células foram contabilizadas em camara de Newbauer
para o teste de viabilidade celular. Para determinar a citotoxicidade frente aos
extratos peptidicos obtidos do leite de jumenta, um ensaio de MTT (3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide) foi utilizado segundo
MOSSMAN, 1983. As células foram inoculadas em placas de 96 pocos: J774 a
1x10° células/mL, S-180 a 1x10° células/mL e MDA a 1x10* células/mL. Ap6s
24h de crescimento celular, as células foram tratadas com os extratos peptidicos
solubilizados em salina ao cultivo celular nas concentracgdes finais de 12,5, 25,
50, 100 e 200 pg/mL, durante mais 24 h de crescimento. Apos esse periodo de
tratamento, 20 pL de solucdo de MTT (4mg/mL) foi adicionado em cada poco, e
as placas foram incubadas durante 2:30 h. Apos a incubagdo, o sobrenadante
foi removido e adicionados 100 yL de DMSO (Dimethylsulfoxide). A leitura da
absorbancia foi realizada em leitor de Microplaca (BioteK EIx808) 630 nm. A
citotoxicidade foi expressa em viabilidade celular segundo Santos et al. (2005).
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Abs da populacgio trada x 100
Abs da populacio celula nao tratada

Citotocixidade % =

2.8 Andlise estatistica

Todas os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados foram
expressos como a média + desvio padrdo (DP). A analise estatistica foi realizada
no Programa GraphPad Prisma 8.3.0. Os dados foram submetidos a analise de
variancia unidirecional (ANOVA) para determinar as diferencas entre as
amostras. Diferengas significativas foram comparadas pelo teste de Turkey e
Bonferroni no nivel de P <0,05.

3. Resultados

Figura 1. Fluxograma experimental das analises com o leite de jumenta pasteurizado

[ Leite cru }_.[ Pasteurizagdo }#[ Digestdo In vitro }

L J

Sobrenadante

Ultrafiltracdo
UPLC-qTOF s l

[ Ensaio de bioatividade ]
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3.1 Analise por UPLC-DAD-qTOF

A andlise por UPLC-DAD-QTOF das amostras obtidas de leite de jumenta nédo
digeridas (LP) e digeridas (LPD) foi realizada no modo de ionizag&o eletrospray
negativo e positivo. Isto permitiu obter mais informacdes sobre as possiveis
estruturas dos constituintes quimico, sendo identificados dez peptideos

principais.

Nas amostras néo digeridas, nédo foi possivel identificar a sequéncia de
aminoacidos devido ao alto peso molecular das proteinas (acima de 1200 Da).
O perfil quimico das amostras LP e LPD € mostrado na Figura 2 A e B

respectivamente. As andlises dos cromatogramas dos ions pico base obtidos
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tanto no modo positivo quanto negativo, permitiu identificar os dez principais
peptideos nas amostras (Tab. 1 e 2). Os espectros de massas dos peptideos
estdo no material suplementar I.

Figura 2. Cromatogramas de funcdo de baixa energia de colisdo obtidos no modo MSE com
ionizacao por eletrospray positivo (ESI*) (Al e A2) eletrospray negativo (ESI) (B1 e B2) usando
UPLC-qTOF das amostras LP (A) e LPD (B)
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Tabela 1. Peptideos identificados na amostra de leite de jumenta pasteurizado digerido (LPD) por UPLC-DAD-QTOF MS/MS em modo positivo
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TR [M+H]* [M+H]* Am; erro MS/MS Possivel fragmento
(min)  (m/2) (m/z) em ppm
Calculado
1 2.62 5142732  514.2732  0.0000 496.1280 [M+H-H,0] *, 478.1205 [M+H-H,0]*, 460.1096 [M+H-H,O]* HEKT; His-Glu-Lys-Thr-;
EHKT; Glu-His-Lys-Thr
2 292 464.1624  464.1623  0.2154 446.1528 [M+H-H,0] *; [M+H-H,0] *; 428.1448; [M+H-H,0] *; 410.1376 DNDT; Asp-Asn-Asp-Thr
ESDN; Glu-Ser-Asp-Asn
3 3.08 516.2190 516.2201  -2.1308 [M+H-H,0] *;498.1421; [M+H-H,0] *;480.1344; [M+H-H,0] *;462.1266 SSWH; Ser-Ser-Trp-His
4 3.40 466.2325  466.2330 -1.0724 [M+H-H,0] *;448.1672; [M+H-H,0] *;430.1596; [M+H-H,0] +;412.1522 TSKM; Thr-Ser-Lys-Met;
5 3.50 407.1418  407.1409 2.2105 [M+H-H;0] *;389.1409; [M+H-H,0] *;371.1333; [M+H-H,0] *; 353.1259; ESGD; Glu-Ser-Gly-Asp
[M+H-H,0] *; 335.1191 SDGE; Ser-Asp-Gly-Glu
6 3.83 500.1600 500.1632 -6.3979 [M+H-H,0] *; 482.1493; [M+H-H,0] *;464.1426 DHDN; Asp-His-Asp-Asn
7 3.90 500.1600 500.1632 -6.3979 [M+H-H,0] *; 482.1493; [M+H-H,0] *;464.1426 DHDN; Asp-His-Asp-Asn
8 4.00 409.1565  409.1565  0.0000 [M+H-H;0] *;391.1556; [M+H-H,0] *;373.1468; [M+H-H,0] *;355.1396 ESSS; Glu-Ser-Ser-Ser;
SSDT; Ser-Ser-Asp-Thr
9 410 450.1835  450.1831  0.8885 [M+H-H;0] *;432.1752; [M+H-H,0] *;414.1671 NEST; Asn-Glu-Ser-Thr;
SNET; Ser-Asn-Glu-Thr;
SQES; Ser-GIn-Glu-Ser
10 423 450.1835  450.1831  0.8885 [M+H-H;0] *;432.1752; [M+H-H,0] *;414.1671 NEST; Asn-Glu-Ser-Thr;

SNET; Ser-Asn-Glu-Thr;
SQES; Ser-GIn-Glu-Ser
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Tabela 2. Peptideos identificados na amostra de leite de jumenta pasteurizado digerido (LPD) por
UPLC-DAD-qTOF em modo negativo

RT [M-H]- [M-H] - Possivel fragmento
(min)  (m/2) (m/z)
Calculado
1 2.62 512.2664 512.2661 HEKT; His-Glu-Lys-Thr-; EHKT; Glu-His-Lys-Thr
2 2.92 4622722 462.2722 DNDT; Asp-Asn-Asp-Thr; ESDN; Glu-Ser-Asp-A
3 3.08 514.2819 514.2817 SSWH; Ser-Ser-Trp-His
4 3.40 464.2180 464.2184 TSKM; Thr-Ser-Lys-Met;
5 3.52  405.2507 405.2507 ESGD; Glu-Ser-Gly-Asp; SDGE; Ser-Asp-Gly-Glu
6 3.73  498.2722 498.2722 DHDN; Asp-His-Asp-Asn
7 3.92  498.2869 498.2722 DHDN; Asp-His-Asp-Asn
8 4.00 407.1420 407.1420 ESSS; Glu-Ser-Ser-Ser; SSDT; Ser-Ser-Asp-Thr
9 410 448.1685 448.1685 NEST; Asn-Glu-Ser-Thr; SNET; Ser-Asn-Glu-Thr;
SQES; Ser-GIn-Glu-Ser

10 423 448.1685 448.1685 NEST; Asn-Glu-Ser-Thr; SNET; Ser-Asn-Glu-Thr;

SQES; Ser-GIn-Glu-Ser

Os espectros obtidos no modo positivo apresentaram peptideos com
adutos de sédio [M+Na]* e potassio [M+K]*, além ions produtos na forma
ionizada [M+H]*. Nos espectros de massas foram observadas ions produtos com
perdas neutras de duas e trés moléculas de agua (Tab. 1) que pode ser devido
a presenca de peptideos contendo os aminoacidos Serina e Treonina
(HARRISON, 2011; NETA et al., 2007).

Através dos espectros de massas MS? foi possivel identificar a sequéncia
dos aminoacidos pelas informacdes obtidas dos fragmentos referentes as

guebras da ligacao peptidica b e y e utilizando programa ProteoWizard.

Nos espectros obtidos em modo negativo foi possivel observar os picos
dos ions moleculares desprotonados [M-H] (Tab. 2), permitindo identificar a
sequéncia de peptideos na amostra com uma maior certeza. Os ions produtos
observados nos espectros de massas MS? depende de varios fatores como a
sequéncia dos aminoacidos nos peptideos, quantidade de energia aplicada na
obtencdo dos espectros, cargas dos peptideos, etc. (ROEPSTORFF;
FOHLMAN, 1984; JOHNSON et al., 1987).

No resultado dos espectros de baixa energia com as perdas de agua
guando comparado com a literatura que pode ser a presenca de Serina, Treonina
ou acido carboxilico (Aspartato e Glutamato), foram encontrados esses
aminoacidos na sequencias peptidicas do leite de jumenta (ASPRI et al., 2018).
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3.2 Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 3, onde pode ser observado
gue o leite pasteurizado se mostrou eficiente em todas as concentracdes usadas
para inibir o crescimento dos microrganismos avaliados. Apods digestao,
mediante as concentracdes peptidicas utilizada, ocorreu apenas a inibicdo das
cepas Gram-positivas.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos peptideos do leite de jumenta pasteurizado antes e apés
digestéo in vitro

Amostra Extrato Microrganismos

mg/mL  Staphylococcus aureus ° Escherichia coli 2  Listeria monocytogenes 2

LP 25 + + +
12,500 + + +
6,250 + + +
3,125 + + +
LPD 25 + - +
12,500 + - +
6,250 + - +
3,125 + - +

Os simbolos (+) e (-) representam a presenc¢a ou auséncia de atividade antimicrobiana. Letras diferentes
indicam diferencgas estatisticamente significantes (p <0,05). Todas os experimentos foram realizados em
triplicata. LP (Leite pasteurizado) e LPD (Leite pasteurizado digerido).

Peptideos com acdo antimicrobiana obtidos a partir de proteinas lacteas
apresentam uma grande vantagem por serem produzidos a partir de fontes
seguras, baratas e de facil acesso ao consumo. Além do interesse crescente na
utilizacdo desses peptideos como bioconservantes em auxilio a qualidade
alimentar ou como suplementos alimentares na industria alimenticia (Kumar et
al., 2016b).

Essa acdo antimicrobiana pode estar associada a alta concentracdo de
lactoferrina e lisozima, proteinas responsaveis pelo chamado sistema de
protecdo do leite, que sdo substancias capazes de matar microrganismos
(Cosentino et al., 2016) pois, ja foi descrito que a lisozima resiste a degradacao

por enzimas gastrointestinais (Tidona et al., 2011; Aspri et al., 2018).
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Apébs o processamento da digestéo in vitro, foi observada uma diminuicdo na
efetividade dos extratos peptidicos testados, principalmente relacionado a
bactéria Gram-negativa. Provavelmente esse fato indica que as enzimas
digestivas podem ter degradado, e os peptideos gerados ndo possuem a
capacidade antimicrobiana suficiente, em virtude da membrana externa das

bactérias Gram-positivas impedirem o0 acesso a camada de peptidoglicano,
dificultando a ruptura (Sahoo et al., 2012).

Tidona et al. (2011) relatou em seus estudos a inibicdo da Listeria
monocytogenes utilizando leite de jumenta digerido por enzimas gastrintestinais
humanas. Perfil similar aos resultados do presente estudo que podem ser
observados natabela 3, na qual o leite de jumenta antes e apds digestdo também
apresentou inibicdo frente a referida bactéria com diferentes concentracfes

peptidicas.

Kumar et al. (2016a) demonstrou atividade antimicrobiana da caseina do leite de
camela apds hidrélise com quimotripsina frente a L. monocytogens e S. aureus.
Semelhante aos resultados encontrados no presente estudo, antes e apos
digestao in vitro.

Os resultados desta analise demonstraram que o leite de jumenta apresenta
diferentes compostos, entre eles peptideos que mesmo apos a digestdo in vitro
ainda apresentaram a atividade antimicrobiana. Vale a pena salientar que este
efeito benéfico no organismo pode ser aumentado quando administrados na
forma de um derivado lacteo com maior teor proteico, ou com a inclusdo de

bactérias probioticas.

3.3 Atividade antioxidante

Neste estudo, as atividades antioxidantes dos extratos peptidicos do leite de
jumenta, bem como as amostras apos digestao gastrointestinal, foram avaliadas
pelos ensaios dos radicais ABTS e DPPH (Fig. 3). Os extratos peptidicos
avaliados apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre as

amostras (p <0,05).
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Figura 3. Atividade antioxidante dos peptideos do leite de jumenta pasteurizado antes e apds
digestéo in vitro pelo método ABTS e DPPH
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Atividade antioxidante por ABTS (A) e DPPH (B) expressos em mmol de Trolox/100mL. LP (Leite
pasteurizado) e LPD (leite pasteurizado digerido). Diferencas estatisticas foram determinadas
pela ANOVA *P < 0,05. Cada valor determina a média + SD de tres experimentos independentes.

Os resultados do ensaio com ABTS utilizando diferentes tratamentos sao
apresentados na Figura 3A. Com base na atividade de eliminacédo de radicais
ABTS, a atividade antioxidante dos peptideos do leite de jumenta pasteurizado
foi 1313,95 mmol de Trolox/100 mL, apresentando uma leve elevacdo na
atividade antioxidante apdés digestdo in vitro com 1348,39 mmol de Trolox/100

mL.

Os achados para o ensaio DPPH com as amostras do leite pasteurizado e
pasteurizado digerido sdo apresentados na Fig. 3B. Apresentou atividade frente
ao radical DPPH com 55,00 mmol de trolox/100 mL, diminuindo a capacidade

antioxidante apos digestao in vitro com 7,98 mmol de trolox/100 mL.

Com base na atividade de eliminacdo de radicais ABTS, Aspri et al. (2018)
utilizando peptideo soluveis em agua do leite de jumenta cru e pasteurizado
obtiveram 46,41 e 45,30 mmol de Trolox/100 mL, respectivamente. No presente
estudo foi obtido resultados superiores na atividade antioxidante por ABTS

utilizando leite de jumenta pasteurizado 1313,95 mmol de trolox/100 mL.

Apds a digestdo in vitro, € possivel observar que a atividade antioxidante
aumentou, provavelmente devido a liberagdo de peptideos com maior

capacidade de captura de radicais e/ou em melhor quantidade quando
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comparado ao leite antes da digestdo (Fig. 3A). Ja esta bem descrito que isso
acontece, Aspri et al. (2018) mostrou que o leite de jumenta apés digestéo in
vitro apresentou melhor captura de radicais, principalmente pelo método por

ABTS, quando comparado ao DPPH, resultado similar ao nosso estudo (Fig. 3B).

Perna, Simonetti e Gambacorta (2016) demonstraram que a capacidade
antioxidante da caseina do leite bovino aumentou durante a digestao in vitro com
enzimas gastrointestinais, e Salami et al. (2010) constataram melhor acao
antioxidante de peptideos < 3 kDa obtidos do soro de camelo e bovino apos
protedlise enzimatica, além de lbrahim et al. (2018) observaram em resultados
da atividade antioxidantes utilizando proteinas do leite de camela poderiam ser
amplificadas apos hidrélise com enzimas digestivas. Assim o0s resultados
utilizando leite de jumenta antes e ap0s digestéo in vitro estdo de acordo com os

estudos anteriores utilizando diferentes fontes lacteas.

Contudo, existe uma correlacdo fraca entre os resultados de DPPH e ABTS
ambos os ensaios apresentaram uma ordem semelhante, ou seja, dependendo
do método usado os resultados diferiram conforme mostrado na Fig. 3B, o leite
de jumenta pasteurizado digerido exibiram capacidade antioxidante mais baixa
pelo ensaio por DPPH em comparagcdo com o ensaio ABTS (Fig. 3A),
comprovando gque a protecao fornecida pelo composto antioxidante depende da
sua concentracdo, mas principalmente determinada por diferentes métodos
(Bittencourt et al., 2015), mecanismos de eliminacado de radicais, a presenca de
diferentes peptideos liberados a cada etapa de tratamento nas amostras

capazes de reagir frente aos radicais e a diferenca da sensibilidade dos métodos.

As diferencas no mecanismo de acdo dos ensaios utilizados, além de fatores
cruciais envolvidos na interagcdo de moléculas reativas e antioxidantes (por
exemplo, solubilidade e afinidade) interferirem diretamente nos resultados
(Karadag, Ozcelik e Saner et al., 2009). A diferenca entre o DPPH e o ABTS
deve-se principalmente ao solvente empregado, pois o DPPH exerce afinidade
com compostos hidrofilicos, e é apenas dissolvido em meios organicos, o que
pode levar a precipitacdo de proteinas (Tang et al., 2009), interferindo na sua
capacidade de acao antioxidante, isso foi observado no presente estudo, além
de relatos expostos por Aspri et al. (2018). Por outro lado, o ABTS interage com
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ambos os compostos hidrofilicos e hidrofobicos, e seu radical pode ser soluvel

em agua ou em solucdes organicas (Barba et al., 2013).

3.4 Atividade Anti-hipertensiva

Nos ensaios de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), os
resultados demonstraram que o leite pasteurizado obteve uma atividade em ICso
de 13,40 + 0,02 mg/mL, enquanto que o leite pasteurizado digerido elevou a
inibicdo da atividade anti-hipertensiva ao diminuir sua concentracdo peptidica
utilizando 10,81 % 1,4 mg/mL, valor inferior quando comparado aos resultados
da ICso (273,0 £ 27,9 mg/mL) com leite de jumenta apds digestdo obtido
por Bidasolo et al. (2012).

A melhor inibicdo da ECA foi encontrada quando utilizada a menor concentracéo
do extrato peptidico quando comparado ao leite de jumenta ndo digerido, perfil
similar aos estudos de Aspri et al. (2018) que utilizaram leite de jumenta e
constataram que a melhor inibicdo da ECA ocorreu numa menor concentracao

de peptideos ICso 2.71 + 2.52 ap0os digestao in vitro.

Alguns autores mostraram que diversas fontes lacteas a exemplo: leite de
camela e de vaca (Magsood et al., 2019) Caseina de leite de budfala (Li et al.,
2020) e o leite de cabra (Tagliazucchi et al., 2017) apresentaram maior potencial
inibidor da ECA ap6s digestdo gastrointestinal. O leite quando submetido a
processo digestivo, estdo susceptiveis a diferentes locais de clivagem pela acao
de pepsina e pancreatina, sugerindo que a digestibilidade por enzimas
gastrointestinais auxilie numa maior variabilidade de peptideos (Tunick, et al.,
2016). Ao apresentar perfil semelhante mediante a inibicdo da ECA apos
digestdo in vitro, o nosso estudo esta de acordo com a literatura quando

comparada a diferentes fontes lacteas frente a inibicdo da ECA.

Assim, pode ser inferido que o leite de jumenta pasteurizado se caracteriza como
um alimento rico em compostos com acao anti-hipertensiva, mantendo sua

atividade apos digestéo in vitro.
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3.5 Atividade de citotoxicidade

Os resultados da atividade citotdxica obtidos com os extratos peptidicos estdo
apresentados na Figura 4. Pode-se observar que os peptideos presentes na
amostra do leite pasteurizado em todas as concentracfes usadas e todas as
células testadas foram atoxicos, pois a viabilidade celular foi maior que 80%. Em
relacéo a amostra do leite pasteurizado digerido, a partir da concentragao de 100
pg/mL apresentou toxicidade para a linhagem celular MDA-MB-231, e a partir de

200 pg/mL para as linhagens celulares J774.A1 e S-180.
Figura 4. Viabilidade celular sob influéncia do leite de jumenta pasteurizado e digerido
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Viabilidade celular J774.A1 (4A) macréfagos, MDA-MB-231 (4B) adenocarcinoma humano da glandula
maméria e S-180 (4C) linhagem heterogénea de células de tumor de camundongos de origem mesodérmica
com diferentes extratos peptidicos: LP (leite pasteurizado) e LPD (leite pasteurizado digerido) em.
Diferencas estatisticas com controle foram determinadas pela ANOVA seguido de Bonferroni, *P < 0,05.
Cada valor determina a média + SD de dois experimentos independentes.

Mao et al. (2009) entre as suas analises comprovaram que soro de leite de
jumenta pH 4.6 obtido apos centrifugacéo, também pode estimular a atividade
de proliferacédo de IL-2 (interleucinas) que pode ser produzida por macrofagos, e
IFN-g (interferon), o que significa que a atividade antitumoral pode ser baseada

em sua atividade imunomoduladora sem danificar as células de defesa. Em
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nossos resultados o leite de jumenta antes a digestdo manteve a viabilidade
celular dos macrofagos J774.A1, e apOs a digestdo essa viabilidade foi
dependente da concentracdo empregada, pois a maior concentracdo peptidica

foi toxica a respetiva linhagem celular (Fig. 4A).

Contudo, mediante esses resultados € possivel indagar que os peptideos
oriundos do leite pasteurizado digerido possam ser uma alternativa natural frente
a Mycobacterium tuberculosis, microrganismo responsavel pela tuberculose em
humanos, pois € um patdgeno intracelular facultativo que, na forma pulmonar da
tuberculose, invade e persiste nos macréfagos (Lira et al., 2009), neste caso 0s

peptideos podem agir seletivamente frente as células infectadas.

Em relagdo as linhagens cancerigenas MDA-MB-231 e sarcoma S-180, a
atividade citotdxica apresenta altas taxa de inibigdo, pois a partir de 100 pg/mL
de concentracao dos extratos peptidicos houve uma queda na viabilidade dessas
células. Assim, esses extratos peptidicos precisam ser mais bem estudados para

no futuro serem utilizados em terapia anticancer.

O tratamento de células A549 (células epiteliais basais alveolares humanas do
adenocarcinoma) com diferentes concentracdes do soro de leite de jumenta pH
4.6 obtido ap6s centrifugacao diminuiu significativamente a viabilidade e o efeito
antiproliferativo das células de maneira dependente da concentracdo e do
tempo, com melhor atividade utilizando 800 ug/mL entre 48 e 72 h (Mao et al.,
2009). Perfil similar aos resultados apresentados nesta pesquisa, contudo,
utilizando uma menor concentragéo contendo 100 a 200 pug/mL do peptideo apds
digestao in vitro, assim como menor tempo (24 h) para obtencéo dos resultados
frente as células MDA-MB-231 e S-180 (Fig. 4B e 4C).

A utilizacdo de medicamentos e/ou suplementacdo de compostos a base de
proteinas e peptideos apresentam vantagens quando comparados as drogas
sintéticas, pois elas podem apresentar fortes atividades biol6gicas com
melhor biocompatibilidade, alta especificidade, baixa toxicidade e capacidade de
penetracdo nas células tumorais (Thundimadathil et al., 2012). Assim, peptideos
bioativos podem ser considerados como uma nova alternativa em terapia contra
células cancerigenas por exercer acdo rapida, na inibicdo do desenvolvimento

do tumor (Dissanayake et al., 2016). Seus mecanismos de agédo consistem
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no controle da angiogénese , interacfes proteina-proteina, vias de transmisséo

de sinal ou expressao génica (Becucci et al., 2015).

4. Conclusao

No presente estudo, os peptideos do leite de jumenta pasteurizado e submetido
a digestao gastrointestinal in vitro foram analisados frente a diferentes atividades
biolégicas. O referido leite apresentou bons resultados frente as cepas
bacterianas, acdo antioxidante, anti-hipertensiva, assim como dependente da
concentracdo empregada apresentou inibicdo frente a células cancerigenas,
principalmente apds digestdo in vitro, demonstrando manter sua bioatividade
apos tratamento enzimatico. Embora avaliadas in vitro, as bioatividades exibidas
pelo leite de jumenta tornam este produto um alimento interessante e
potencialmente funcional. Os resultados do presente estudo fornecem
informacdes adicionais sobre as possiveis acdes peptidicas, que podem explicar
parcialmente as alteragdes do leite de jumenta entre a lactacao, fornecendo uma
percepcao das potencialidades dele para o consumo. Além disso, tais peptideos
podem ser isolados, e servir como potenciais agentes na industria alimenticia e

farmacéutica.
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1. Introducéo

O interesse por derivados lacteos fermentados tem crescido devido a suas
propriedades nutricionais e metabdlitos fisiologicamente ativos benéficos a
saude. Neste sentido, os usos de diferentes fontes lacteas sdo empregados: leite
de Camela (Muhialdin e Algboory, 2018), leite bovino (Wu et al., 2019), leite de
Jumenta (Aspri et al, 2018), A fermentacao do leite, seja por processo unitario
ou em combinacdo com cepas bacterianas com propriedades probidticas
representa uma das opcdes tecnolégicas mais econdmicos e praticos para a
producéo de derivados lacteos enriquecidos com peptideos bioativos (Hayes et
al., 2007).

Peptideos bioativos presentes em proteinas lacteas apresentam crescentes
evidéncias que indicam que esses compostos podem constituir uma alternativa
valiosa contra diferentes doencas. Por exemplo, estudos in vitro demonstraram
o possivel papel destes com acdo antioxidante e anti-hipertensiva (Solieri,
Rutella e Tagliazucchi, 2015) e antidiabetogenica (Jakubowicz e Froy, 2013),
além de acédo antimicrobiana (Aguilar-Toala et al., 2017).

A liberacéo de diferentes peptideos de atividade Unica a partir de proteinas do
leite via protedlise microbiana esta bem documentado (Korhonen, 2009; Li et al.,
2017 Beltran-Barrientos et al., 2018; Panchal et al., 2019), mas destaca-se a

presenca de peptideos bioativos resistentes a degradacdo, pois apenas


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/bioactive-peptides
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/in-vivo-studies
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216308177#bib0155
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/proteolysis
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216308177#bib0175
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peptideos que sao liberados e sobrevivem a digestdo gastrointestinal podem
exercer sua acao fisiolégica no nivel intestinal.

Alguns estudos descrevem a atividade multifuncional de peptideos derivados de
leite obtidos por fermentag&o microbiana seguido da digestao gastrointestinal in
vitro (Aspri et al., 2018; Elfahri et al., 2014), Nesse sentido, peptideos derivados
do leite, tais como originados da lisozima, lactoferrina, caseina, obtidas
por hidrdlise enzimatica utilizando pepsina e pancreatina
(tripsina e quimotripsina), tenham sido relatadas (Tagliazucchi et al., 2017;
Esmaeilpour et al., 2016; Espejo-carpio et al., 2016).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar as atividades antimicrobiana,
antioxidante, anti-hipertensiva e antimutagénicas de peptideos obtidos de leite
de jumenta do Nordeste brasileiro fermentados com cepas especificas

de Lactobacillus rhamnosus antes e apds digestéo in vitro.

2. Materiais e métodos
2.1 Produtos quimicos e reagentes

Todos os produtos quimicos, reagentes e solventes organicos foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA). Substrato Hipuril-L-Histidil-L-leucina
(HHL), Enzima conversora de angiotensina (ECA), Radical 2, 2-difenil-1- picril-
hidrazil (DPPH), acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), 6
acido-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico  (Trolox) (Sigma-Aldrich
Chemie, Brazil), e meios de cultura BHI (Brain Heart Infusion) e MRS (Man,
Rogosa e Sharpe) (Himedia® Mumbai, India). Todos os reagentes

apresentavam grau analitico.

2.2 Leite de jumenta

O leite cru de jumentas foi cedido por um criador local localizado em Vitéria de
Santo Antao-PE/Brasil. O material foi coletado e transportado sob condi¢bes de
temperatura controlada para o Laboratorio de Tecnologia de Bioativos —
LABTECBIO, localizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal —
DMFA — UFRPE/SEDE. Aliguotas do leite cru foram avaliadas quanto a
composicdo quimica dos conteudos de (gordura, proteina total, caseina, lactose
e solidos totais), realizado no Laboratorio PROGENE- UFRPE.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216308177#bib0090
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enzymatic-hydrolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pepsin
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/trypsin
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chymotrypsin
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2.3 Producdo do leite fermentado

A pré-culturas das cepas a bactéria acido latica Lactobacillus rhamnosus (Lb16)
isolada de leite de ovelha fermentado por graos de kefir, foram preservadas em
leite desnatado reconstituidos e reativadas em caldo MRS. A cepa pertencente
ao acervo de bactérias &cido laticas do LABTECBIO/DMFA-UFRPE. Foram
preparadas para atingir uma concentracéo bacteriana inicial de 108 UFC/mL. Foi
adicionada 10% (v / v) da pré-cultura correspondente ao leite de jumenta estéril
e a fermentacdo foi realizada por 36 h a 37°C em estufa bacteriolégica. O
crescimento bacteriano através da fermentacao foi determinado pela producao
de acido latico até atingir o pH 4.6, a contagem de microrganismos foi realizada
pelo método de contagem de placas em agar MRS apos incubacédo a 37 °C por
48 h. O processo de fermentacdo foi interrompido por resfriamento do leite

fermentado até 10 °C.

2.3.1 Preparo das amostras

O leite de jumenta fermentado foi submetido ao processo de centrifugacdo a
3500 xg por 20 min a 4 °C, removendo a camada superior de gordura, como
descrito por Gallina et al. (2016), seguido de filtracéo através de papel Whatman

no. 40. Os sobrenadantes das amostras foram armazenados a -20 °C.

2.3.2 Digestéo in vitro

As amostras do leite fermentado (LF) foram submetidas a digestéo in vitro de
acordo com Egge et al., (2016), modelo desenvolvido pela acdo COST FA1005
INFOGEST (2019) com modifica¢cdes. Resumidamente, o protocolo € baseado
no uso de trés fluidos simuladores, saliva a pH 7 (FSS), fluido gastrico a pH 2
(FSG) e intestinal (duodenal) a pH 8 (FSI). Apés a digestao, as amostras do LF
e leite fermentado digerido (LFD) foram centrifugadas (1000 xg, 10 min a 4 °C)
e ultrafiltradas em membranas cut off Amicon Ultra-15 com porosidade de 3kDa

(BEZERRA et al. 2013). As digestdes foram realizadas em triplicatas.

2.3.4 Determinacéao do teor de proteinas

A concentracdo de proteina foi determinada em triplicata de acordo com Smith et
al. (1985) utilizando BCA Protein Assay Kit (Rockford, Il, EUA). As concentragdes dos
peptideos usadas para analises bioldgicas foram padronizadas em 25, 12.5, 6.25

e 3.125 mg de cada amostra liofilizada por mL de agua destilada. As amostras


http://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/Amicon-Ultra-15-Centrifugal-Filter-Unit,MM_NF-UFC900308
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foram preparadas em agua destilada esteéril, centrifugada a 8000 xg, 4°C por 10
min, e 0 sobrenadante utilizado em todos os ensaios em triplicata.
2.4 Anélise por UPLC-DAD-qTOF

Os experimentos analiticos de LC-MS foram realizados utilizando-se um
cromatodgrafo liquido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class (Waters
Corporation, Milford, MA, EUA), acoplado a um espectrometro de massas
Quadupolo-Tof (Xevo G2-XS QTof, Waters, EUA) com ionizac&o por eletrospray
(ESI). As separacdes cromatograficas foram realizadas utilizando-se uma coluna
ACQUITY UPLC™ BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7um, Waters, EUA) a 40°C. A fase
mavel binéria consistiu de uma solucdo aquosa de &cido formico (fase mével A)
e acetonitrila com 0,1% de acido formico (fase movel B). O gradiente de eluicao
utilizado foi: 0.0-8.0 min, 10-50 % de B; 8,0-9,0 mim, 50%-95% de B, com o fluxo
de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 5,0 pL. O monitoramento das analises foi
realizado nos comprimentos de 290 e 320 nm (UPLC-DAD). O espectrometro de
massas foi operado em modo negativo e positivo de ionizagéo (ESI- e ESI*) no
modo sensibilidade, sendo a detecg¢éo realizada no método centréide MSE em
faixa de variacdo 50-1200 Da. A voltagem do capilar foi ajustada em 3,0 kV para
ESI, gas de dessolvatacdo (N2) 800 L.h e 600 °C, taxa do fluxo de gas do cone
100 L/h, temperatura da fonte 120 °C, energia de colisdo em rampa de 25-50 V.
Todas as analises foram realizadas utilizando o lockspray para garantir a
precisao e reprodutibilidade dos valores de massas. Leucina-encefalina (200,0
pg/mL) foi utilizado como padrao/referéncia para calibracdo. A aquisicdo e
andlise dos dados foram realizadas utilizando-se o software Waters MassLynx.
O software ProteoWizard foi utilizado na analise MS/MS para tentativa de

identificacdo dos peptideos.

2.5 Determinacdo da atividade antimicrobiana

As atividades antimicrobianas dos extratos peptidicos foram estimadas pelo
método de acordo com o Comité Nacional de Padrdes Laboratoriais Clinicos
(NCCLS, 2003). As bactérias utilizadas foram: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Listeria monocytogenes ATCC 19117. Os
resultados das atividades antimicrobianas foram confirmados apds seu
crescimento em cada po¢o com caldo BHI (Brain Heart Infusion). A leitura da
absorbéancia foi realizada em leitor de Microplaca (BioteK EIx808) 600 nm.
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2.6 Determinacdo da atividade antioxidante usando o método ABTS e o
metodo DPPH

O método antioxidante usando o radical acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico foi determinado pelo ensaio de descoloracdo, como descrito por Re
et al. (1999) com algumas modificacdes. Resumidamente, o céation do radical
2,2'-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™) foi produzido
misturando a solugdo mae ABTS 7 mM com persulfato de potassio 140 mM e
mantendo a mistura no escuro por 12-16 h antes do uso. A solucéo foi entdo
diluida em tampé&o fosfato salina pH 7.5 para atingir um valor de absorbancia de
0,70 £ 0,02 a 734 nm, determinada espectrofotometricamente (VWR® - UV-
1600PC).

O método antioxidante usando o radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil foi estimado
seguindo os métodos de Zubia et al. (2009). Foi utilizado 30 pl do extrato
peptidico em 970 ul da solucéo radicalar. A absorbancia de cada amostra a 517
nm determinada espectrofotometricamente (VWR® - UV-1600PC).

O trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametricroman-2-carboxilico foi utilizado
como padrao de referéncia em ambos 0s experimentos. Uma curva de calibracéo
foi plotada (reducéo de absorbéancia vs concentracdo da solucéo padrao Trolox).
A capacidade de eliminacdo ABTS e DPPH das amostras de teste foi expressa
em milimol de capacidade antioxidante equivalente (TEAC) Trolox por 100 mL
de amostra (mmol TEAC/100 mL).

2.7 Determinacgéo da atividade anti-hipertensiva

A atividade inibidora da enzima de conversdo da angiotensina dos extratos
peptidicos foi avaliada in vitro pelo método de Cushman e Cheung (1971), com
algumas modificacBes de acordo com Meira et al. (2012). Este método utiliza a
enzima conversora de angiotensina (ECA) e o substrato Hippuryl-Histidyl-
Leucine (HHL). A absorbancia foi detectada a 215 nm (VWR® - UV-1600PC), e
resultados de inibicdo expressa em ICso. O captopril foi utilizado como referéncia

na determinacao da inibicdo da ECA.

2.8 Determinacéo da atividade citotoxica

As linhagens celulares J774.A1 (macréfagos), MDA-MB-231 (adenocarcinoma

humano da glandula mamaria) e S-180 (uma linhagem heterogénea de células
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de tumor de camundongos de origem mesodérmica) foram utilizadas para
avaliacdo da viabilidade celular (DEBNATH et al., 2017). As células J774.Al e
S-180 foram cultivadas em meio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com soro fetal bovino (10%) e penicilina-estreptomicina (1%) a 37
°C e 5% de COg2; e a cultura MDA-MB-231 foi mantida em meio de cultura L-15
de Leibovitz e F-12 (proporcdo de 50% de cada meio) com L- glutamina 2 mM,
sem bicarbonato de sédio e soro bovino fetal a uma concentracgéo final de 10%
com auséncia de COz. As células foram contabilizadas em caAmara de Newbauer
para o teste de viabilidade celular. Para determinar a citotoxicidade frente aos
extratos peptidicos obtidos do leite de jumenta fermentado por L. rhamnosus, um
ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) foi
utilizado segundo MOSSMAN, 1983. As células foram inoculadas em placas de
96 pocos: J774 a 1x10° células/mL, S-180 a 1x10° células/mL e MDA a 1x10*
células/mL. Apds 24h de crescimento celular, as células foram tratadas com os
extratos peptidicos solubilizados em salina ao cultivo celular nas concentragdes
finais de 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL, durante mais 24 h de crescimento. ApGs
esse periodo de tratamento, 20 pL de solucdo de MTT (4mg/mL) foi adicionado
em cada poco, e as placas foram incubadas durante 2:30 h. Apds a incubacéo,
0 sobrenadante foi removido e adicionados 100 pL de DMSO
(Dimethylsulfoxide). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de
Microplaca (BioteK EIx808) 630 nm. A citotoxicidade foi expressa em viabilidade

celular segundo Santos et al. (2005).

Abs da populacgao trada x 100

Citotocixidade % =
ttotocixidade % Abs da populagio celula nao tratada

2.9 Analise estatistica

Todas os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados foram
expressos como a media + desvio padrao (DP). A andlise estatistica foi feita no
Programa GraphPad Prisma 8.3.0. Os dados foram submetidos a analise de
variancia unidirecional (ANOVA) para determinar as diferencas entre as
amostras. Diferencas significativas foram comparadas pelo teste de Turkey e
Bonferroni no nivel de P <0,05.
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3. Resultado e discusséao

Figura 1. Fluxograma experimental das analises com o leite de jumenta fermentado
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3.1 Fermentacéo do leite

A cepa especifica de Lactobacillus rhamnosus Lb16 de leite de ovelha
fermentado por graos de kefir, usadas para a fermentacao do leite de jumenta
demonstrou bom desempenho fermentativo. O seu desempenho fermentativo foi
avaliado em intervalos regulares, com base na producdo de &cido latico
como metabolito primario e o declinio ao pH 4.6, assim como 0 crescimento e
proliferacéo das bactérias BAL foi avaliado pela determinacéo das contagens de
células viaveis.

Apéds a inoculacdo as estirpes atingiram valores de pH de cerca de 4,6 £ 0,5
entre 30 a 37 h. A estirpe testada neste estudo foi capaz de crescer no leite sob

as condicdes aplicadas.

Este produto lacteo foi produzido a partir de leite tratado termicamente em
condicdes estéreis, e isolado termicamente como medida para excluir possiveis
interferéncias causadas por microrganismos deteriorantes. A contagem de
células no final da fermentagéo firmou-se a 3,5x10® UFC/mL, confirmando a

viabilidade da estirpe durante a fermentacgao.

3.2 Anélise por UPLC-DAD-gTOF

O meétodo de UPLC-DAD-gqTOF é conveniente para avaliar a composi¢cao


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fermentation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/primary-metabolite
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quimica, ele facilita a deteccdo de ions de fragmentacdo de precursores
especificos, de modo que a elucidacdo estrutural € realizada com base nas
regras de fragmentagdo. A analise por UPLC-DAD-qTOF da amostra LFD nos

modos negativo e positivo possibilitou a identificacdo de 10 peptideos.

O perfil quimico das amostras LF e LFD é mostrado na Figura 2 A e B
respectivamente, onde € possivel observar a semelhangca com o perfil quimica
das amostras de leite pasteurizado LPD e LP (Cap. Il). O leite fermentado n&o
mostrou fragmentacdes, possivelmente os peptideos tem peso acima de 1500
Da. Dos 10 compostos analisados (Tab. 1 e 2) tanto no modo negativo como no
positivo, foram encontrados os pesos moleculares para cada tempo de retencao.
No método LC-DAD o resultado da absorcao no ultravioleta determinado, sugere
gue todas as substancias propostas absorvem entre 218 e 223 nm. Todos 0s

espectros de massas das amostras estdo no material suplementar Il.

Figura 2. Cromatogramas de funcdo de baixa energia de colisdo obtidos no modo MSE com
ionizacao por eletrospray positivo (ESI*) (Al e A2) eletrospray negativo (ESI) (B1 e B2) usando
UPLC-qTOF das amostras LF (A) e LFD (B)
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Tabela 1. Peptideos identificados na amostra de leite de jumenta fermentado digerido (LFD) por UPLC-DAD-qTOF em modo positivo
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TR [M+H]* [M+H]* Ami erro MS/MS Possivel fragmento
(min) (m/2) (m/z) em ppm
Calculado
1 2.62 5142732  514.2732  0.0000 496.1280 [M+H-H,0] *, 478.1205 [M+H-H,0]*, 460.1096 [M+H-H,O]* HEKT; His-Glu-Lys-Thr-;
EHKT; Glu-His-Lys-Thr
2 292 4641624  464.1623  0.2154 446.1528 [M+H-H,0] *; [M+H-H,0] *; 428.1448; [M+H-H,0] *; 410.1376 DNDT; Asp-Asn-Asp-Thr
ESDN; Glu-Ser-Asp-Asn
3 3.08 516.2190 516.2201  -2.1308 [M+H-H,0] *;498.1421; [M+H-H,0] *;480.1344; [M+H-H,0] *;462.1266 SSWH; Ser-Ser-Trp-His
4 3.40 466.2325  466.2330 -1.0724 [M+H-H,0] *;448.1672; [M+H-H,0] *;430.1596; [M+H-H,0] +;412.1522 TSKM; Thr-Ser-Lys-Met;
5 3.50 407.1418  407.1409  2.2105 [M+H-H;0] *;389.1409; [M+H-H,0] *;371.1333; [M+H-H,0] *; 353.1259; ESGD; Glu-Ser-Gly-Asp
[M+H-H,0] *; 335.1191 SDGE; Ser-Asp-Gly-Glu
6 3.83 500.1600 500.1632  -6.3979 [M+H-H,0] *; 482.1493; [M+H-H,0] *;464.1426 DHDN; Asp-His-Asp-Asn
7 3.90 500.1600 500.1632 -6.3979 [M+H-H,0] *; 482.1493; [M+H-H,0] *;464.1426 DHDN; Asp-His-Asp-Asn
8 4.00 409.1565  409.1565  0.0000 [M+H-H;0] *;391.1556; [M+H-H,0] *;373.1468; [M+H-H,0] *;355.1396 ESSS; Glu-Ser-Ser-Ser;
SSDT; Ser-Ser-Asp-Thr
9 410 450.1835  450.1831  0.8885 [M+H-H;0] *;432.1752; [M+H-H,0] *;414.1671 NEST; Asn-Glu-Ser-Thr;
SNET,; Ser-Asn-Glu-Thr;
SQES; Ser-GIn-Glu-Ser
10 423 450.1835  450.1831  0.8885 [M+H-H;0] *;432.1752; [M+H-H,0] *;414.1671 NEST; Asn-Glu-Ser-Thr;

SNET; Ser-Asn-Glu-Thr;
SQES; Ser-GIn-Glu-Ser
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Tabela 2. Peptideos identificados na amostra de leite de jumenta fermentado digerido (LFD)
por UPLC-DAD-gTOF em modo negativo

RT [M-H]- [M-HT - Possivel fragmento
(min) (m/z) (m/z)
Calculado
1 2.62 512.2664 512.2661 HEKT; His-Glu-Lys-Thr-; EHKT; Glu-His-Lys-Thr
2 2.92  462.2722 462.2722 DNDT; Asp-Asn-Asp-Thr; ESDN; Glu-Ser-Asp-A
3 3.08 514.2819 514.2817 SSWH; Ser-Ser-Trp-His
4 3.40  464.2180 464.2184 TSKM; Thr-Ser-Lys-Met;
5 3.52  405.2507 405.2507 ESGD,; Glu-Ser-Gly-Asp; SDGE; Ser-Asp-Gly-Glu
6 3.73  498.2722 498.2722 DHDN; Asp-His-Asp-Asn
7 3.92  498.2869 498.2722 DHDN; Asp-His-Asp-Asn
8 4.00 407.1420 407.1420 ESSS; Glu-Ser-Ser-Ser; SSDT; Ser-Ser-Asp-Thr
9 410  448.1685 448.1685 NEST; Asn-Glu-Ser-Thr; SNET; Ser-Asn-Glu-Thr;
SQES; Ser-GIn-Glu-Ser

10 4.23  448.1685 448.1685 NEST; Asn-Glu-Ser-Thr; SNET; Ser-Asn-Glu-Thr;

SQES; Ser-GIn-Glu-Ser

No modo positivo foram encontrados adutos de [M+Na]* [M+K]* e perdas
neutras de duas e trés moléculas de agua (H20) (Tabela 1). Essas perdas
sucessivas de moléculas de agua foram relatadas nos peptideos Serina e
Treonina de acordo com Harrison (2011) e Neta et al. (2007). Em todos os
espectros analisados foram encontrados ions produtos dos aminoacidos pelas
quebras da ligacao peptidica b e y para determinar a sequéncia dos possiveis

peptideos com o software ProteoWizard.

No modo negativo ions desprotonados [M-H] - foram observados (Tabela 2), a
presenca de grupos com caracteristicas acidas como no caso de alguns
peptideos com presenca de carboxila o que permitiu comparar com a massa do
modo positivo confirmando o mesmo peptideo para cada tempo de retencao.

Todas as séries de ions sédo observadas em espectros de colisdo de alta energia.
A abundéancia relativa depende da composicdo. Ao contrario do CID de baixa
energia, 0s ions nao perdem prontamente amonia ou agua. No resultado dos
espectros de baixa energia com as perdas de agua quando comparado com a
literatura que pode ser a presenca de Serina, Treonina ou &cido carboxilico
(Aspartato e Glutamato), foram encontrados esses aminoacidos na sequéncias

peptidicas do leite de jumenta (Aspri et al., 2018).
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3.3 Atividade antimicrobiana

Sabe-se que ha bactérias que causam doencgas transmitidas por alimentos em
humanos e a utilizacdo de peptideos antimicrobianos pode ser usada como
estratégia a industria, aplicando-se como conservante de fonte natural sem
efeitos toxicos ao produto e/ou consumidor. Os ensaios com o leite de jumenta
fermentado antes e apés digestéo in vitro frente as bactérias testadas revelaram

gue os peptideos exercem potencial antimicrobiano (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos peptideos do leite fermentado antes e apos digestao in
vitro

Amostra Extrato Microrganismos

mg/mL  Staphylococcus aureus @  Escherichia coli®?  Listeria monocytogenes?
LF 25 + + +

12,500 + + +

6,250 + + +

3,125 + + -
LFD 25 + + +

12,500 - + -

6,250 - + -

3,125 - + -

Os simbolos (+) e (-) representam a presenca ou auséncia de atividade antimicrobiana. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (p <0,05). LF (Leite fermentado) e
LFD (Leite fermentado digerido).

Os extratos peptidicos do leite de jumenta fermentado antes da digestao
apresentaram inibicdo contra todas as cepas patogénicas e concentragdes
utilizadas, exceto frente a Listeria com inibicdo minima com 6,250 mg/mL. A
atividade antimicrobiana das amostras fermentadas apds digestao
gastrointestinal in vitro foi dependente da concentracdo empregada para as
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes), na

qual apresentou inibicdo com 25 mg/mL do extrato peptidico.

Aspri et al. (2018) avaliaram o leite de jumenta fermentado por Enterococcus
faecium antes e apds a digestdo. Em seus experimentos nado identificaram
inibicdo frente a Staphylococcus aureus utilizando o leite fermentado, assim
também nédo obtiveram resultados contra a E. coli em amostras antes e apo0s

digestao in vitro. Em relacdo a bactéria Staphylococcus aureus os resultados do
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presente estudo se sobressaem pois foi obtida a inibicdo utilizando todos os
extratos avaliados, entretanto apresentam similaridade frente a E. coli apos

digestéao.

Sabe-se que o leite de jumenta possui fatores antimicrobianos protetores
naturais associados parcialmente devido ao alto nivel de lactoferrina e lisozima.
Tidona et al. (2011) relataram que a atividade antimicrobiana do leite de jumenta
digerido contra E. coli, L. monocytogenes pode ser devido a lactoferrina, tanto
intacta quanto seus peptideos produzidos pela digestédo, contudo dependente da
concentragdo. Perfil semelhante ao nosso resultado. De fato, é relatado que a
interacdo de lactoferrina com a camada lipopolissacaridica (LPS) causa
rompimento da membrana externa e aumenta a suscetibilidade de bactérias,

aumentando a permeabilidade da membrana (Ellison e Giehl, 1991).

Os resultados deste estudo destacaram que o leite de jumenta fermentado por
L. rhamnosus em ambos o0s estdgios empregados, contém compostos
antimicrobianos, incluindo peptideos pré liberados durante a fermentacdo e
resistentes durante o processo de digestao in vitro, que podem exercer efeitos
benéfico a salde, principalmente para o sistema de defesa com baixa imunidade.
Além disso, apresentam uma grande vantagem de serem produzidos a partir de
fonte alimenticia convencional e segura, podendo ser empregado na industria

alimenticia e farmacéutica.

3.4 Atividade Antioxidante

Neste estudo, foi utilizado como método avaliativo 0 ensaio de captura de
radicais por ABTS e DPPH dos peptideos do leite de jumenta fermentado, bem
como as amostras apoés digestao gastrointestinal. Os resultados do ensaio ABTS
do leite de jumenta fermentado com diferentes tratamentos séo apresentados na
Fig. 3A. A atividade antioxidante dos peptideos do leite de jumenta fermentado
antes e apos digestdo in vitro foi 1276,58 e 1373,77 mmol de Trolox/100 mL,

respectivamente.
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Figura 3. Atividade antioxidante de peptideos do leite de jumenta fermentado antes e apds
digestéo in vitro pelo método ABTS e DPPH
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Atividade antioxidante por ABTS (A) e DPPH (B) expressos em mmol de Trolox/100mL. LF (Leite
fermentado) e LFD (leite fermentado digerido). Diferencas estatisticas foram determinadas pela
ANOVA *P < 0,05. Cada valor determina a média + SD de trés experimentos independentes.

Apés digestdo, a atividade antioxidante do leite de jumenta fermentado foi
elevada com 1373,77 mmol de Trolox/100 mL, indo de acordo com os achados
de Aspri et al. (2018) utilizando leite de jumenta fermentado por E. faecium DM33
obtendo melhor acdo antioxidante de 1,200 mmol de Trolox/100 mL apéds
digestao in vitro.

O aumento na atividade antioxidante do leite de jumenta fermentado foi
observado em todas as amostras apos digestao in vitro, perfil de acordo com
outros estudos que demonstraram que as propriedades antioxidantes das
proteinas do leite poderiam ser amplificadas através da hidrolise com enzimas
digestivas (Ibrahim et al. 2018). Alguns estudos relataram os efeitos
antioxidantes de diferentes fontes lacteas apds processo hidrolitico por
fermentacdo e/ou digestéo; leite de camela fermentado (Ayyash et al., 2017),
leite de cabra hidrolisado por pepsina (Ahmed et al., 2015) ou proteina especifica
como a lactoferrina (Habib et al.,, 2013). Esse comportamento também foi

observado no ensaio antioxidante por DPPH.

Os achados do ensaio DPPH com as amostras LF e LFD sdo apresentados na
Fig. 3B. No grupo LF e LFD, apresentou atividade frente ao DPPH com 23,66 e
75,86 mmol de Trolox/100 mL) respetivamente. Conforme mostrado na Fig. 3B,

o leite de jumenta fermentado digerido, exibiram atividade antioxidantes mais
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baixa, conforme medido por ensaio DPPH em comparacdo com o ensaio ABTS,
contudo, apresentando comportamento similar as amostras testadas frente ao
radical ABTS, em sua maioria, apresentado melhores resultado apds digestao in

vitro.

Irshad et al. (2015) avaliaram a atividade antioxidante por DPPH utilizando
peptideos bioativos derivados de caseina bovina hidrolisada usando tripsina
e pepsina. Mostraram que as fracBes hidrolisadas exibem melhor atividade
antioxidante, indo de acordo com o0 nosso estudo na qual foi obtido melhores

resultados por DPPH apds digestéo in vitro.

A interferéncia dos resultados pode ser compreendida devido a diferenca e
instabilidade dos métodos empregados. Apesar do uso extensivo
de ensaios in vitro para distinguir acdo antioxidantes e alimentos sdo mais
eficazes, demonstrou-se que os ensaios apresentam limitacdes técnicas (Apak
et al., 2013), neste caso, as limitacbes do método, como a influéncia nos
mecanismos de reacdo do DPPH e as respostas quantitativas séo alterados por
diversos fatores ambientais (Schaich et al., 2015), além dos meios organicos que
induz a precipitacdo proteica, diferente da utilizacdo de meio aquoso com o
referido teste por ABTS, apresentando melhor estabilidade, sendo um dos testes
mais rapidos de atividade antioxidante e que oferece resultados reprodutiveis e
estimar o potencial antioxidante dos compostos hidrofilicos e hidrofébicos (Barba
et al., 2013), na qual apresentou melhores resultados quando comprado ao
método utilizando o radical DPPH. Essas diferencas nas taxas de reacao
antioxidante séo criticas porque refletem a capacidade dos radicais reativos de
curta duracdo que estdo presentes nos sistemas biolégicos e nos alimentos
(Schaich et al., 2015).

Esses extratos peptidicos apresentam elevada atividade inicialmente com o leite
fermentado, assim como os peptideos séo resistentes a reacdo das enzimas
ativas durante a digestdo e/ou essas enzimas parecem liberar diferente
peptideos com atividade antioxidante que podem proteger as células do
organismo pois peptideos derivados de proteinas lacteas, possuem a
capacidade de neutralizar os radicais livres por meio de doacgbes de elétrons
(Ayyash et al.,, 2018). Além de elevar a presengca de varios residuos de

aminoacidos nas cadeias peptidicas pode melhorar as propriedades


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216308177#bib0150
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/casein
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pepsin
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615002625#bib0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615002625#bib0015
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antioxidantes (Aluko, 2012), exercendo adicionalmente uma melhor bioatividade

apos a digestao.

Virtanen et al. (2007) observaram melhor capacidade de eliminacéo do radical
pelo método ABTS das fracdes de soro de leite fermentadas por L. rhamnosus
(29 £ 0,42 %) quando comparado a diferentes BAL: Lactobacillus helveticus
ATCC 15009 (12 *= 0,28), Lactobacillus casei H 4 + 2,75, Lactobacillus
acidophilus F + Bifidobacterium infantis G (27+ 10,18).

Aguilar-Toala (2017) avaliaram a capacidade antioxidante de fracdes < 3 kDa do
leite fermentado por Lactobacillus plantarum com capacidade antioxidante entre
100 a 270 pmol/L de Trolox/L. Em nossos estudos, utilizando o leite fermentado
por L. rhamnosus foi obtida atividade antioxidante superior com 1276,58 moles
de Trolox/100 mL.

3.5 Atividade Anti-hipertensiva

No referido estudo foram analisados os extratos peptidicos < 3 kDa do leite
fermentado e digerido. O 1Cso do leite fermentado por L. rhamnosus apresentou
8,23 = 1,23 mg/mL, e apds digestao elevou sua concentragdo com 9,75 + 0,46
mg/mL. Provavelmente, resultados podem estar relacionados a especificidade
de peptidase liberadas pela BAL, que afetam diretamente a quebra da proteina
do leite em diferentes extensdes (Elkhtab et al., 2017), assim sucessivamente
pelo processo das enzimas digestivas, portanto, podem produzir e liberar

diferentes sequencias peptidicas e aminoacidos.

Os resultados do presente estudo apresentam melhor inibicdo da ECA quando
comprados aos estudos ao valor de ICso (273,0 £ 27,9 mg/mL) obtido por
Bidasolo et al. (2012) utilizando leite de jumenta apds digestédo. Aspri et al. (2018)
em seus estudos com leite de jumenta fermentado e digerido, utilizando o mesmo
método de digestdo do presente trabalho preconizado pela INFOGEST,
obtiveram ICso dependente da cepa probidticas utilizada. Alem de fatores como
fermentacao, pH, o tipo e a concentragdo de BAL (Gonzalez-Gonzalez et al.,
2011), e o tempo de hidrélise (Corréa et al., 2011), pode interferir nos resultados
de ICso.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216308177#bib0355
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/whey
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Recentemente, peptideos inibidores da enzima de conversdo da angiotensina
foram isolados e identificados a partir do leite fermentado usando Lactobacillus
delbrueckii QS306 (Wu et al., 2019). Indo de acordo com o perfil do presente
resultado, pois o processo fermentativo seguido por hidrolise através da digestao
in vitro, auxilia numa melhor liberacdo de peptideos anti-hipertensivo de lacteos

e derivados (Aspri et al., 2018).

Nossos resultados indicaram que a fermentacao do leite de jumenta e a digestao
gastrointestinal libera peptideos inibidores da ECA, elevando o potencial do
produto como bebida funcional benéfica a saude, pois além do leite conter sua
composicao nutricional basica, exerce atividades bioldgicas.

3.6 Ensaio de citotoxicidade

Neste trabalho, os resultados mostraram que os peptideos foram atéxicos nas
amostras LF e LFD e que a viabilidade celular estava acima de 80% nas
linhagens celulares saudaveis (J774.A1) e nado apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao controle negativo p <0,5, ndo houve acéo negativa, o
que demonstra uma boa atividade sobre essa linhagem.

Mao et al. (2009) utilizando fracdo de proteina de soro de leite de jumenta obtido
apos centrifugacdo com massa molecular > 10 kDa mostrou exercer acao
estimulante mediante a proliferacdo de IL-2 (interleucinas) que pode ser
produzida por macréfagos, e IFN-g (interferon) in vitro. Indo de acordo com
nossos resultados mediante a manutencéo e viabilidade celular dos macréfagos

(J774.A1) testados com os peptideos antes e ap0s digestao in vitro (Fig. 4A).
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Figura 4. Viabilidade celular sob influéncia do leite de jumenta fermentado e digerido
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Viabilidade celular J774.A1 (A) macrofagos, MDA-MB-231 (B) adenocarcinoma humano da
glandula maméria e S-180 (C) linhagem heterogénea de células de tumor de camundongos de
origem mesodérmica com diferentes extratos peptidicos: LP (leite pasteurizado) e LPD (leite
pasteurizado digerido). Diferengas estatisticas com controle foram determinadas pela ANOVA
seguido de Bonferroni, *P < 0,05. Cada valor determina a média + SD de dois experimentos
independentes.

Frente as células MDA-MB-231 e S180, os compostos peptidicos nao
apresentaram relevancia significativa frente as células cancerigenas e tumorais,
respectivamente. Isso pode ser observado porque a viabilidade celular igualou-
se ao controle (Fig. 4B e 4C). Sendo assim, pode-se afirmar que os peptideos
LF e LFD aqui relatadas sdo seguros para 0 uso, porém nao apresentam

atividade contra células cancerigenas.

Sabe-se que além de modulador intestinal, a lisozima presente no leite de
jumenta poderia contribuir para sua atividade anti-inflamatoria e antimicrobiana
(Salimei et al., 2004; Zhang et al., 2008). Estudos protedmicos e peptidicos
identificaram constituintes do leite de jumenta que possuem diferentes
propriedades bioativas (CUNSOLO et al., 2017). Dentre ele, a inativacao de
certos virus, atividade imuno-reguladora e antitumoral (Ibrahim e Aoki, 2003).
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Em nossos resultados (Fig 4B e 4C), possivelmente, ocorreu a degradacao da
lisozima, inativando os compostos que pudessem exercer sua inibicado frente as
células cancerigenas, devido a protedlise exercida pela acdo fermentativa e
posteriormente enzimética por meio da digestdo in vitro. Apesar disto, mais
ensaios sao necessarios para elucidar em quais linhagens celulares os
peptideos do presente estudo podem atuar, dados os resultados aqui

apresentados.

4. Concluséo

O leite de jumenta fermentado por L. rhamnosus demonstrou ser uma tatica para
a fabricacdo de um novo derivado lacteo com acao antimicrobiana, antioxidante,
anti-hipertensiva e in6bcuo ao organismo. O perfil peptidico mostrou que a
fermentacao associada a simulacdo do processo digestivo in vitro mantém e/ou
melhora a potencialidade dos peptideos, tornando este produto um derivado

funcional.
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CONSIDERACOES FINAIS

No referido estudo foi possivel obter uma visdo ampla em relacdo as
propriedades biolégicas do leite de jumenta pasteurizado e fermentado
submetido a digestdo in vitro. Constatamos que independente do processo
fermentativo, o leite de jumenta apresenta bioatividade frente a microrganismos
patogénicos, com inibicdo antes e apo6s digestdo, contudo, dependente da
concentracdo peptidica utilizada. Para o ensaio antioxidante, as amostras
mantiveram o padrao antioxidante, com melhores resultados utilizando o leite
fermentado apds digestdo por ambos os métodos usados. Em relacdo a
atividade anti-hipertensiva, houve pouca variagcdo com as diferentes amostras,
demostrando inibicdo contra a ECA em ambos os processos de obtencédo. Sua
seguranca foi constata ap6s avaliagdo citotoxica, apresentando-se como um
composto seguro no leite pasteurizado e fermentado, entretanto apresentando
acao anticancer em seu estado pasteurizado. Esses resultados indicam que o
leite de jumenta podem ser fonte de peptideos bioativos com propriedades
antimicrobiana, antioxidante, anti-hipertensivo, indbcuo e com atividade frente a
células tumorais, agregando valor ao produto, por ser um alimento que pode
atuar como promotor da boa saude podendo ser utilizado para induastria

alimenticia e farmacéutica.
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LFD rep 833 (3.380)

100

1: TOF MS ES-
100. 464.3003 5.34e5
&
464.4417
465.3033
465.4450
386.2455 464.1878_|/466.4487 532.2878 564 2261
01116.9288 179.7135 236.0384 290.9833 323.2936 2455 402 3348 496.2766 | | 594.2596
:

T T T T T T T T T T T T T T T T T b m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

LFD rep pos 834 (3.384)
100

n
%

1: TOF MS ES+
412.1519 3.16e5
430.1595
466.1749
488.1534
448.1672
3371332 480.1577
504.1188
337.2536 519.0808
252,532
1510836 164.9879209.0405 2925 < 273'?421 319.1267 4120068 | ‘ ‘ M (L 1 ( 553‘2319579.088%/2
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 4

75 500 525 550 575 600



LFD rep pos 862 (3.500)

1: TOF MS ES+
100- 353.1251 1.25e4
125.9145
o
389.1393
158.8805
1418807 371.1337
166.9298
389.2690
186.8685 4291270
236.8374 335.1159 466.1748
\ [186.9543 | | 2640390 317.1165 | ‘ | L P 0 1074
0 . T i e iy f f \“ l bt t 1 T g f “ j\ L \\ gy Lo mfz
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
LFD rep 858 (3.480) 1: TOF MS ES-
100 405.2615 3.32e4
451.2675
LI
1405.3936
464.2995
4732505
406.2656
(106.3071 4733925
1169276 1459250 1749550  219.8477 5359545 2551535 54 9161 356.0046  405.2269 474.2567 505-21;;32
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
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LFD rep 918 (3.723) 1: TOF MS ES-
100, 498.2868 5.49e4
o\o,
1498.4330
499.4374
174.9553 5002912 566.2782
| 116.9285 145.9308 174P°°3 207.0406 239.9008 2899025 3193130 375.8089 4248533 4463014 49625727 iz
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550
LFD rep pos 918 (3.723) 1: TOF MS ES+
100, 464.1425 2.02e4
LIS
125.9142
464.2835
128.8782 158.8808
465.1473
169.8945 538.1000
Hl J ||| eosso 236"8392 254.8486 288.5102 431 goqs 346.9610 4295710 44&\1574 T‘65-2??0 522.‘1384E?8.2498 .

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550
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LFD rep pos 954 (3.870)

1: TOF MS ES+
100 464.1429 3.45e4
500.1587
0\07
464.2838
2741671  318.1853 482.1512 | 522.1389538.1022
125.9146
158.8809 A 538.2536
‘ “ \16?.\8934 236.8397 2838141 3484875 426.0307 45, (063 t e 595.0876 /
f T T et 7 T T T T ™ ~r m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
LFD rep 956 (3.877) 1: TOF MS ES-
100- 498.2802 2 2565
N
1498.4359
500.2014
566.2781
500.4383 566.4345
01169289 174.9558 2359225 8108669 3358997 371.8073 405.4457 _ 446.9108 498.1747 F 598.2130
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600



104

LFD rep pos 980 (3.974) 1: TOF MS ES+
100- 355.1403 23265
=S 373.1478
431.1417
374.1515
432.1460
374.2776
1259147 }41 8827160.8932 550 0328 244, f37/5253 a5 3191288 337.1340 l ! psz 2813 493-‘1037521 o074 544 1090m/2
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550
LFD rep 983 (3.985) 1: TOF MS ES-
100- 453.2827 1.21e5
407.2772
LI
454.2868
408.2814
408.4135 475.4077
476.2698 537.2378
116.9280 146,9399174.9575 219.8462 £ 235.9212246.9378 293.2283 _ 330.9858 379.2635 | 443.2563 I \552 2030 m/z

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550



LFD rep 1006 (4.078)

105

1. TOF MS ES-
100, 448.3048 5.01e4
&5 448.4436
449.3091
1449.4477
516.2935
50,3153 516.4427
(1169272 145.9315 174.9558 5079248 235.9272 285.9446  320.8821 3342566 389.0150 447 5687 7T 4750622 518,332
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525
LFD rep pos 1007 (4.082) 1: TOF MS ES+
100 414.1674 5.03e4
e 432.1756
472.1621
1432.3119
128.8781 1588811 169.8036 265.0471 333128 72.3040
- : 288.1404339.1513 373.1528 :
0 ‘} ‘ L T 2368410 | L N 3esla o . f “ 4881670 2041015 iz
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525



LFD rep 1041 (4.220) 1: TOF MS ES-
100+ 448.3055 1.30e5
=
448.4442
449.3091
1449.4485 516.2941
450.3148 016.4437
116.9287 145.9312 174.9560 194.0436 ,oc gocn 295.9363 510 9665 383.9768.304.8872 4406193 ( 4513262 506-2617 r517.r2ns)/922
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525
LFD rep pos 1041 (4.221) 1: TOF MS ES+
1004 414.1668 1.08e5
432.1749
3 450.1828
472.1615
265.0463 472.3045
128.8783141.8825 169.8935 339.1484
‘H rAa | 233.037‘5256.04‘(? ‘r26‘5.1533 3‘21.1405 | \ | 369.29‘52 414.1199 ‘ H‘488,i|_255‘ ‘504.092‘8 .
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